Biologia Molecular da 

CELULA 

6 a Edi^ao 



ALBERTS JOHNSON LEWIS MORGAN RAFF ROBERTS WALTER 


artmed 





Tradu^ao: 


Ardala Elisa Breda Andrade (Caps. 3, 21) 

Research scientist, Texas A&M University. Mestre e Doutora em 
Biologia Celular e Molecular pela Pontificia Universidade Catolica 
do Rio Grande Sul (PUCRS). 

Carlos Alexandre Sanchez Ferreira (Cap. 7) 

Professor adjunto da Faculdade de Biociencias da PUCRS. 

Mestre em Genetica e Biologia Molecular pela Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Doutor em Ciencias 
Biologicas: Bioqmmica pela UFRGS. 

Carlos Termignoni (Cap. 2) 

Professor titular do Departamento de Bioqmmica e pesquisador do 
Centro de Biotecnologia da UFRGS. Doutor em Biologia Molecular 
pela Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). 

Claudia Paiva Nunes (Caps. 12,17,18, Indice) 

Pesquisadora do Laboratorio de Genetica Humana e Molecular da 
PUCRS. Mestre e Doutora em Ciencias Biologicas: Bioqmmica pela 
UFRGS. 

Cristiano Valim Bizarro (Caps. 7,14) 

Professor adjunto da PUCRS. Mestre e Doutor em Biologia Celular e 
Molecular pela UFRGS. 

Daiana Renck (Cap. 20) 

Pesquisadora do Instituto de Pesquisas Biomedicas (IPB) da PUCRS. 
Mestre e Doutora em Biologia Celular e Molecular pela PUCRS. 

Denise Cantarelli Machado (Caps. 10,19, 24) 

Professora titular da Escola de Medicina da PUCRS. Pesquisadora 
do Instituto de Pesquisas Biomedicas da PUCRS. Especialista 
em Biotecnologia pela UFRGS. Mestre em Genetica pela UFRGS. 
Doutora em Imunologia Molecular pela University of Sheffield, UK. 
Pos-Doutora em Imunologia Molecular pelo National Institutes of 
Health (NIH), USA. 

Diogenes Santiago Santos (Caps. 20 e 23) 

Professor titular e coordenador do INCT em Tuberculose e do 
CPBMF/IPB da PUCRS. Doutor em Microbiologia e Imunologia 
pela UNIFESP. 

Gaby Renard (Iniciais, Caps. 8, 9, Glossario) 

Pesquisadora senior do Centro de Pesquisas em Biologia Molecular 
e Funcional da PUCRS. Mestre e Doutora em Ciencias Biologicas: 
Bioqmmica pela UFRGS. 


Heique Marlis Bogdawa (Cap. 1) 

Mestre em Genetica e Biologia Molecular pela UFRGS. Doutora em 
Ciencias Biologicas: Bioqmmica pela UFRGS. 

Jacqueline Moraes Cardone (Cap. 13) 

Mestre e Doutora em Genetica e Biologia Molecular pela UFRGS. 
Pos-Doutora pelo Centro de Biotecnologia da UFRGS. 

Jose Artur B. Chies (Caps. 6,11,16) 

Professor titular do Departamento de Genetica da UFRGS. Mestre 
em Genetica e Biologia Molecular pela UFRGS. Doutor em Sciences 
de La Vie Speciality en Immunologie pela Universite de Paris VI 
(Pierre et Marie Curie). 

Paula Eichler (Caps. 1,13, Indice) 

Mestre em Ciencias Biologicas: Fisiologia pela UFRGS. Doutora 
em Ciencias Biologicas: Fisiologia Humana pela Universidade de 
Sao Paulo (USP). Pos-Doutora em Bioqmmica pela UFRGS. Pos- 
Doutora em Biologia Celular e Molecular pela PUCRS. 

Rosane Machado Scheibe (Caps. 4, 5) 

Doutora em Biologia Molecular pela University of Sheffield, 
Inglaterra. 

Rui Fernando Felix Lopes (Cap. 22) 

Professor titular do Departamento de Ciencias Morfologicas no 
Instituto de Ciencias Basicas da Saude da UFRGS. Mestre em 
Medicina Veterinaria pela UFRGS. Doutor em Zootecnia pela 
UFRGS. 

Sandra Estrazulas Farias (Cap. 15) 

Professora associada do Departamento de Fisiologia e 
pesquisadora do Centro de Biotecnologia da UFRGS. Doutora em 
Bioqmmica e Biologia Molecular pela UNIFESP. 

Valnes da Silva Rodrigues Junior (Cap. 23) 

Pesquisador do Centro de Pesquisas em Biologia Molecular e 
Funcional da PUCRS. Mestre em Biologia Celular e Molecular pela 
UFRGS. Doutor em Farmacologia Bioqmmica e Molecular pela 
PUCRS. 



B615 Biologia molecular da celula [recurso eletronico] / Bruce 

Alberts... [et al.]; tradugao: [Ardala Elisa Breda Andrade 
... et al.]; revisao tecnica: Ardala Elisa Breda Andrade, 
Cristiano Valim Bizarro, Gaby Renard. - 6. ed. - Porto 
Alegre: Artmed, 2017. 

Editado como livro impresso em 2017. 

ISBN 978-85-8271-423-2 

1. Biologia molecular - Celula. I. Alberts, Bruce. 

CDU 577.2:576.3 


Catalogagao na publicagao: Poliana Sanchez de Araujo CRB-10/2094 



ALBERTS JOHNSON LEWIS MORGAN RAFF ROBERTS WALTER 


Biologia Molecular da 

CELULA 

6 a Edigao 


Revisao tecnica: 

Ardala Elisa Breda Andrade 

Research scientist, Texas A&M University. Mestre e Doutora em Biologia Celular e Molecular pela 
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande Sul (PUCRS). 

Cristiano Valim Bizarro 

Professor adjunto da PUCRS. Mestre e Doutor em Biologia Celular e Molecular pela 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

Gaby Renard 

Pesquisadora senior do Centro de Pesquisas em Biologia Molecular e Funcional da PUCRS. 
Mestre e Doutora em Ciencias Biologicas: Bioqmmica pela UFRGS. 

Versao impressa 
desta obra: 2017 



2017 


Obra originalmente publicada sob o titulo Molecular biology of the cell , 6th edition. 

ISBN 9780815344322 

All Rights Reserved. 

Copyright ©2017. Authorized translation from English language edition published by Garland Science, part of Taylor & 
Francis Group LLC. 


Gerente editorial - Biociencias: Leticia Bispo de Lima 
Colaboraram nesta edigao: 

Coordenador editorial: Alberto Schwanke 

Preparagao de originais: Debora Benke de Bittencourt e Heloisa Stefan 
Leitura final: Sandra da Camara Godoy 
Arte sobre capa original: Kaele Finalizando Ideias 
Editoragao: Techbooks 

Capa: A biologia celular nao trata apenas da estrutura efungao das multiplas moleculas que compdem a celula, mas tambem 
sobre como esta quimica complexa e controlada. A compreensao dessas complexas redes de retroalimentagao reguladoras 
necessita de abordagens quantitativas - e esta nova realidade que a capa reproduz. 


Nota 

As ciencias biologicas estao em constante evolugao. A medida que novas pesquisas e a propria experiencia ampliam 
o nosso conhecimento, novas descobertas sao realizadas. Os autores desta obra consultaram as fontes consideradas 
confiaveis, num esforgo para oferecer informagoes completas e, geralmente, de acordo com os padroes aceitos a epoca 
da sua publicagao. 


Reservados todos os direitos de publicagao, em lingua portuguesa, a 
ARTMED EDITORA LTDA., uma empresa do GRUPO A EDUCAgAO S.A. 

Av. Jeronimo de Ornelas, 670 - Santana 

90040-340 Porto Alegre RS 

Fone: (51) 3027-7000 Fax: (51) 3027-7070 

Unidade Sao Paulo 

Rua Doutor Cesario Mota Jr., 63 - Vila Buarque 
01221-020 Sao Paulo SP 
Fone: (11) 3221-9033 

SAC 0800 703-3444 - www.grupoa.com.br 

E proibida a duplicagao ou reprodugao deste volume, no todo ou em parte, sob quaisquer 
formas ou por quaisquer meios (eletronico, mecanico, gravagao, fotocopia, distribuigao na Web 
e outros), sem permissao expressa da Editora. 

IMPRESSO NO BRASIL 
PRINTED IN BRAZIL 



Autores 


Bruce Alberts e Ph.D. pela Harvard University e ocupa a posigao de Chancellor's Le¬ 
adership Chair em bioquimica e biofisica para ciencias e educagao na University of 
California, San Francisco. Foi editor-chefe da revista Science entre 2008-2013 e, por 12 
anos, atuou como Presidente da U.S. National Academy of Sciences (1993-2005). Ale¬ 
xander Johnson e Ph.D. pela Harvard University e Professor de microbiologia e imu- 
nologia na University of California, San Francisco. Julian Lewis (1946-2014) foi D.Phil. 
pela University of Oxford e Cientista Emerito no London Research Institute of Cancer 
Research, UK. David Morgan e Ph.D. pela University of California, San Francisco, onde 
tambem e Professor no Department of Physiology e atua como Diretor do Programa de 
Graduagao em Bioquimica, Biologia Celular, Genetica e Biologia do Desenvolvimento. 
Martin Raff e M.D. pela McGill University e Professor Emerito de biologia na Medical 
Research Council Laboratory for Molecular Cell Biology and Cell Biology Unit do Uni¬ 
versity College, London. Keith Roberts e Ph.D. pela University of Cambridge e ocupou 
a posigao de Deputy Director no John Innes Centre, Norwich. Atualmente, e Professor 
Emerito na University of East Anglia. Peter Walter e Ph.D. pela Rockefeller University 
em New York, Professor no Department of Biochemistry and Biophysics na University 
of California, San Francisco, e pesquisador do Howard Hughes Medical Institute. John 
Wilson e Ph.D. pelo California Institute of Technology e continuou seu trabalho de pos- 
-doutorado na Stanford University. Ocupa a posigao de Distinguished Service Professor 
of Biochemistry and Molecular Biology no Baylor College of Medicine em Houston. Tim 
Hunt e Ph.D. pela University of Cambridge, onde ensinou bioquimica e biologia celular 
por mais de 20 anos. Trabalhou no Cancer Research UK ate se aposentar, em 2010. Com- 
partilhou o Premio Nobel em Fisiologia ou Medicina com Lee Hartwell e Paul Nurse. 

Questoes elaboradas por John Wilson e Tim Hunt. 


Esta pagina foi deixada em branco intencionalmente. 



Julian Hart Lewis 

12 de agosto de 1946 - 30 de abril de 2014 





Esta pagina foi deixada em branco intencionalmente. 


Agradecimentos 

Ao escrever este livro, fomos beneficiados por conselhos de varios biologos e bioquimicos. Gostariamos de agradecer as se- 
guintes pessoas por suas sugestoes na preparagao desta edigao, assim como aqueles que nos ajudaram a preparar a l a ; 2 a ; 
3 a ; 4 a e 5 a edigoes. (Os que ajudaram nesta edigao estao listados primeiro; a seguir, estao aqueles que ajudaram nas edigoes 
anteriores.) 


Geral: 

Steven Cook (Imperial College London), Jose A. Costoya 
(Universidade de Santiago de Compostela), Arshad Desai 
(University of California, San Diego), Susan K. Dutcher (Wa¬ 
shington University, St. Louis), Michael Elowitz (California 
Institute of Technology), Benjamin S. Glide (University of 
Chicago), Gregory Hannon (Cold Spring Harbor Labora¬ 
tories), Rebecca Heald (University of California, Berkeley), 
Stefan Kanzok (Loyola University Chicago), Doug Kellogg 
(University of California, Santa Cruz), David Kimelman (Uni¬ 
versity of Washington, Seattle), Maria Krasilnikova (Pennsyl¬ 
vania State University), Werner Kiihlbrandt (Max Planck 
Institute of Biophysics), Lewis Lanier (University of Califor¬ 
nia, San Francisco), Annette Miiller-Taubenberger (Ludwig 
Maximilians University), Sandra Schmid (University of Texas 
Southwestern), Ronald D. Vale (University of California, San 
Francisco), D. Eric Walters (Chicago Medical School), Kars- 
ten Weis (Swiss Federal Institute of Technology) 

Capitulo 2: H. Lill (VU University) 

Capitulo 3: David S. Eisenberg (University of California, Los 
Angeles), F. Ulrich Hard (Max Planck Institute of Biochemis¬ 
try), Louise Johnson (University of Oxford), H. Lill (VU Uni¬ 
versity), Jonathan Weissman (University of California, San 
Francisco) 

Capitulo 4: Bradley E. Bernstein (Harvard Medical School), 
Wendy Bickmore (MRC Human Genetics Unit, Edinburgh), 
Jason Briclcner (Northwestern University), Gary Felsenfeld 
(NIH), Susan M. Gasser (University of Basel), Shiv Grewal 
(National Cancer Institute), Gary Karpen (University of Ca¬ 
lifornia, Berkeley), Eugene V. Koonin, (NCBI, NLM, NIH), 
Hiten Madhani (University of California, San Francisco), Tom 
Misteli (National Cancer Institute), Geeta Narlikar (Universi¬ 
ty of California, San Francisco), Maynard Olson (University of 
Washington, Seattle), Stephen Scherer (University of Toronto), 
Rolf Sternglanz (Stony Brook University), Chris L. Woodcock 
(University of Massachusetts, Amherst), Johanna Wysoclca e 
membros do laboratorio (Stanford School of Medicine) 
Capitulo 5: Oscar Aparicio (University of Southern Califor¬ 
nia), Julie P. Cooper (National Cancer Institute), Neil Hunter 
(Howard Hughes Medical Institute), Karim Labib (Universi¬ 
ty of Manchester), Joachim Li (University of California, San 
Francisco), Stephen West (Cancer Research UK), Richard D. 
Wood (University of Pittsburgh Cancer Institute) 

Capitulo 6: Briana Burton (Harvard University), Richard H. 
Ebright (Rutgers University), Daniel Finley (Harvard Medi¬ 
cal School), Michael R. Green (University of Massachusetts 


Medical School), Christine Guthrie (University of California, 
San Francisco), Art Horwich (Yale School of Medicine), Har¬ 
ry Noller (University of California, Santa Cruz), David Toller- 
vey (University of Edinburgh), Alexander J. Varshavsky (Cali¬ 
fornia Institute of Technology) 

Capitulo 7: Adrian Bird (The Wellcome Trust Centre, UK), 
Neil Broclcdorff (University of Oxford), Christine Guthrie 
(University of California, San Francisco), Jeannie Lee (Har¬ 
vard Medical School), Michael Levine (University of Cali¬ 
fornia, Berkeley), Hiten Madhani (University of California, 
San Francisco), Duncan Odom (Cancer Research UK), Kevin 
Struhl (Harvard Medical School), Jesper Svejstrup (Cancer 
Research UK) 

Capitulo 8: Hana El-Samad [contribuigao principal] (Univer¬ 
sity of California, San Francisco), Karen Hopkin [contribuigao 
principal], Donita Brady (Duke University), David Kashatus 
(University of Virginia), Melanie McGill (University of To¬ 
ronto), Alex Mogilner (University of California, Davis), Ri¬ 
chard Morris (John Innes Centre, UK), Prasanth Potluri (The 
Children's Hospital of Philadelphia Research Institute), Da¬ 
nielle Vidaurre (University of Toronto), Carmen Warren (Uni¬ 
versity of California, Los Angeles), Ian Woods (Ithaca College) 
Capitulo 9: Douglas J. Briant (University of Victoria), Werner 
Kiihlbrandt (Max Planck Institute of Biophysics), Jeffrey Li- 
chtman (Harvard University), Jennifer Lippincott-Schwartz 
(NIH), Albert Pan (Georgia Regents University), Peter Shaw 
(John Innes Centre, UK), Robert H. Singer (Albert Einstein 
School of Medicine), Kurt Thorn (University of California, 
San Francisco) 

Capitulo 10: Ari Helenius (Swiss Federal Institute of Techno¬ 
logy), Werner Kiihlbrandt (Max Planck Institute of Biophy¬ 
sics), H. Lill (VU University), Satyajit Mayor (National Cen¬ 
tre for Biological Sciences, India), Kai Simons (Max Planck 
Institute of Molecular Cell Biology and Genetics), Gunnar 
von Heijne (Stockholm University), Tobias Walther (Harvard 
University) 

Capitulo 11: Graeme Davis (University of California, San 
Francisco), Robert Edwards (University of California, San 
Francisco), Bertil Hille (University of Washington, Seattle), 
Lindsay Hinclc (University of California, Santa Cruz), Werner 
Kiihlbrandt (Max Planck Institute of Biophysics), H. Lill (VU 
University), Roger Nicoll (University of California, San Fran¬ 
cisco), Poul Nissen (Aarhus University), Robert Stroud (Uni¬ 
versity of California, San Francisco), Karel Svoboda (Howard 
Hughes Medical Institute), Robert Tampe (Goethe-University 
Frankfurt) 


x Agradecimentos 


Capitulo 12: John Aitchison (Institute for System Biology, 
Seattle), Amber English (University of Colorado at Boulder), 
Ralf Erdmann (Ruhr University of Bochum), Larry Gerace 
(The Scripps Research Institute, La Jolla), Ramanujan Heg- 
de (MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK), 
Martin W. Hetzer (The Salk Institute), Lindsay Hinclc (Uni¬ 
versity of California, Santa Cruz), James A. McNew (Rice 
University), Nikolaus Pfanner (University of Lreiberg), Peter 
Rehling (University of Gottingen), Michael Rout (The Rocke¬ 
feller University), Danny J. Schnell (University of Massachu¬ 
setts, Amherst), Sebastian Schuck (University of Heidelberg), 
Suresh Subramani (University of California, San Diego), Gia 
Voeltz (University of Colorado, Boulder), Susan R. Wente 
(Vanderbilt University School of Medicine) 

Capitulo 13: Douglas J. Briant (University of Victoria, Cana¬ 
da), Scott D. Emr (Cornell University), Susan Lerro-Noviclc 
(University of California, San Diego), Benjamin S. Glick (Uni¬ 
versity of Chicago), Ari Helenius (Swiss Lederal Institute of 
Technology), Lindsay Hinclc (University of California, Santa 
Cruz), Reinhard Jahn (Max Planck Institute for Biophysical 
Chemistry), Ira Mellman (Genentech), Peter Novick (Univer¬ 
sity of California, San Diego), Hugh Pelham (MRC Labora¬ 
tory of Molecular Biology, Cambridge, UK), Graham Warren 
(Max R Perutz Laboratories, Vienna), Marino Zerial (Max 
Planck Institute of Molecular Cell Biology and Genetics) 
Capitulo 14: Werner Kiihlbrandt [contribuigao principal] 
(Max Planck Institute of Biophysics), Thomas D. Pox (Cor¬ 
nell University), Cynthia Kenyon (University of California, 
San Lrancisco), Nils-Goran Larsson (Max Planck Institute 
for Biology of Aging), Jodi Nunnari (University of California, 
Davis), Patrick O'Larrell (University of California, San Lran- 
cisco), Alastair Stewart (The Victor Chang Cardiac Research 
Institute, Australia), Daniela Stock (The Victor Chang Car¬ 
diac Research Institute, Australia), Michael P. Yaffe (Califor¬ 
nia Institute for Regenerative Medicine) 

Capitulo 15: Henry R. Bourne (University of California, San 
Lrancisco), Dennis Bray (University of Cambridge), Douglas 
J. Briant (University of Victoria, Canada), lames Briscoe (MRC 
National Institute for Medical Research, UK), James Lerrell 
(Stanford University), Matthew Lreeman (MRC Laboratory 
of Molecular Biology, Cambridge, UK), Alan Hall (Memorial 
Sloan Kettering Cancer Center), Carl-Henrilc Heldin (Uppsa¬ 
la University), James A. McNew (Rice University), Roel Nusse 
(Stanford University), Julie Pitcher (University College London) 
Capitulo 16: Rebecca Heald [contribuigao principal] (Uni¬ 
versity of California, Berkeley), Anna Akhmanova (Utrecht 
University), Arshad Desai (University of California, San Die¬ 
go), Velia Lowler (The Scripps Research Institute, La Jolla), 
Vladimir Gelfand (Northwestern University), Robert Gold¬ 
man (Northwestern University), Alan Rick Horwitz (Univer¬ 
sity of Virginia), Wallace Marshall (University of California, 
San Lrancisco), J. Richard McIntosh (University of Colorado, 
Boulder), Maxence Nachury (Stanford School of Medicine), 
Eva Nogales (University of California, Berkeley), Samara 
Reck-Peterson (Harvard Medical School), Ronald D. Vale 
(University of California, San Lrancisco), Richard B. Vallee 
(Columbia University), Michael Way (Cancer Research UK), 
Orion Weiner (University of California, San Lrancisco), Mat¬ 
thew Welch (University of California, Berkeley) 


Capitulo 17: Douglas I. Briant (University of Victoria, Cana¬ 
da), Lindsay Hinck (University of California, Santa Cruz), Ja¬ 
mes A. McNew (Rice University) 

Capitulo 18: Emily D. Crawford (University of California, San 
Lrancisco), James A. McNew (Rice University), Shigekazu 
Nagata (Kyoto University), Jim Wells (University of Califor¬ 
nia, San Lrancisco) 

Capitulo 19: Jeffrey Axelrod (Stanford University School of 
Medicine), John Couchman (University of Copenhagen), 
Johan de Rooij (The Hubrecht Institute, Utrecht), Benjamin 
Geiger (Weizmann Institute of Science, Israel), Andrew P. 
Gilmore (University of Manchester), Tony Harris (University 
of Toronto), Martin Humphries (University of Manchester), 
Andreas Prokop (University of Manchester), Charles Streu- 
li (University of Manchester), Masatoshi Takeichi (RIKEN 
Center for Developmental Biology, Japan), Barry Thompson 
(Cancer Research UK), Kenneth M. Yamada (NIH), Alpha 
Yap (The University of Queensland, Australia) 

Capitulo 20: Anton Berns (Netherlands Cancer Institute), 
J. Michael Bishop (University of California, San Lrancisco), 
Trever Bivona (University of California, San Lrancisco), Lred 
Bunz (Johns Hopkins University), Paul Edwards (University 
of Cambridge), Ira Mellman (Genentech), Caetano Reis e 
Sousa (Cancer Research UK), Marc Shuman (University of 
California, San Lrancisco), Mike Stratton (Wellcome Trust 
Sanger Institute, UK), Ian Tomlinson (Cancer Research UK) 
Capitulo 21: Alex Schier [contribuigao principal] (Harvard 
University), Markus Affolter (University of Basel), Victor Am- 
bros (University of Massachusetts, Worcester), James Briscoe 
(MRC National Institute for Medical Research, UK), Donald 
Brown (Carnegie Institution for Science, Baltimore), Steven 
Burden (New York University School of Medicine), Moses 
Chao (New York University School of Medicine), Caroline 
Dean (John Innes Centre, UK), Chris Doe (University of Ore¬ 
gon, Eugene), Uwe Drescher (King's College London), Gor¬ 
don Lishell (New York University School of Medicine), Brigid 
Hogan (Duke University), Phil Ingham (Institute of Molecu¬ 
lar and Cell Biology, Singapore), Laura Johnston (Colum¬ 
bia University), David Kingsley (Stanford University), Tom 
Kornberg (University of California, San Lrancisco), Richard 
Mann (Columbia University), Andy McMahon (University 
of Southern California), Marelc Mlodzik (Mount Sinai Hos¬ 
pital, New York), Patrick O'Larrell (University of California, 
San Lrancisco), Duojia Pan (Johns Hopkins Medical School), 
Olivier Pourquie (Harvard Medical School), Erez Raz (Uni¬ 
versity of Muenster), Chris Rushlow (New York University), 
Stephen Small (New York University), Marc Tessier-Lavigne 
(Rockefeller University) 

Capitulo 22: Simon Hughes (King's College London), Rudolf 
Jaenisch (Massachusetts Institute of Technology), Arnold 
Kriegstein (University of California, San Lrancisco), Doug 
Melton (Harvard University), Stuart Orkin (Harvard Uni¬ 
versity), Thomas A. Reh (University of Washington, Seattle), 
Amy Wagers (Harvard University), Liona M. Watt (Wellcome 
Trust Centre for Stem Cell Research, UK), Douglas J. Winton 
(Cancer Research UK), Shinya Yamanaka (Kyoto University) 
Capitulo 23: Matthew Welch [contribuigao principal] (Uni¬ 
versity of California, Berkeley), Ari Helenius (Swiss Lederal 
Institute of Technology), Dan Portnoy (University of Califor- 



Agradecimentos xi 


nia, Berkeley), David Sibley (Washington University, St. Lou¬ 
is), Michael Way (Cancer Research UK) 

Capitulo 24: Lewis Lanier (University of California, San 
Francisco). 

Leitores: Najla Arshad (Indian Institute of Science), Venice 
Chiueh (University of California, Berkeley), Quyen Huynh 
(University of Toronto), Rachel Kooistra (Loyola Universi¬ 
ty, Chicago), Wes Lewis (University of Alabama), Eric Nam 
(University of Toronto), Vladislav Ryvkin (Stony Brook Uni¬ 
versity), Laasya Samhita (Indian Institute of Science), fohn 
Senderak (fefferson Medical College), Phillipa Simons (Im¬ 
perial College, UK), Anna Constance Vind (University of 
Copenhagen), Steve Wellard (Pennsylvania State Univer¬ 
sity), Evan Whitehead (University of California, Berkeley), 
Carrie Wilczewski (Loyola University, Chicago), Anna Wing 
(Pennsylvania State University), fohn Wright (University of 
Alabama) 

Edi^oes anteriores: 

ferry Adams (The Walter and Eliza Hall Institute of Medical 
Research, Australia), Ralf Adams (London Research Institu¬ 
te), David Agard (University of California, San Francisco), 
fulie Ahringer (The Gurdon Institute, UK), Michael Akam 
(University of Cambridge), David Allis (The Rockefeller 
University), Wolfhard Aimers (Oregon Health and Science 
University), Fred Alt (CBR Institute for Biomedical Rese¬ 
arch, Boston), Linda Amos (MRC Laboratory of Molecular 
Biology, Cambridge), Raul Andino (University of California, 
San Francisco), Clay Armstrong (University of Pennsylva¬ 
nia), Martha Arnaud (University of California, San Francis¬ 
co), Spyros Artavanis-Tsalconas (Harvard Medical School), 
Michael Ashburner (University of Cambridge), lonathan 
Ashmore (University College London), Laura Attardi (Stan¬ 
ford University), Tayna Awabdy (University of California, 
San Francisco), feffrey Axelrod (Stanford University Medi¬ 
cal Center), Peter Baker (falecido), David Baldwin (Stanford 
University), Michael Banda (University of California, San 
Francisco), Cornelia Bargmann (The Rockefeller University), 
Ben Barres (Stanford University), David Bartel (Massachu¬ 
setts Institute of Technology), Konrad Basler (University of 
Zurich), Wolfgang Baumeister (Max Planck Institute of Bio¬ 
chemistry), Michael Bennett (Albert Einstein College of Me¬ 
dicine), Darwin Berg (University of California, San Diego), 
Anton Berns (Netherlands Cancer Institute), Merton Bern- 
field (Harvard Medical School), Michael Berridge (The Ba- 
braham Institute, Cambridge, UK), Walter Birchmeier (Max 
Delbriick Center for Molecular Medicine, Germany), Adrian 
Bird (Wellcome Trust Centre, UK), David Birlc (UMDNI—Ro¬ 
bert Wood fohnson Medical School), Michael Bishop (Uni¬ 
versity of California, San Francisco), Elizabeth Blackburn 
(University of California, San Francisco), Tim Bliss (National 
Institute for Medical Research, London), Hans Bode (Uni¬ 
versity of California, Irvine), Piet Borst (Ian Swammerdam 
Institute, University of Amsterdam), Henry Bourne (Uni¬ 
versity of California, San Francisco), Alan Boyde (University 
College London), Martin Brand (University of Cambridge), 
Carl Branden (falecido), Andre Brandli (Swiss Federal Ins¬ 
titute of Technology, Zurich), Dennis Bray (University of 
Cambridge), Mark Bretscher (MRC Laboratory of Molecular 


Biology, Cambridge), fames Briscoe (National Institute for 
Medical Research, UK), Marianne Bronner-Fraser (Califor¬ 
nia Institute of Technology), Robert Brooks (King's College 
London), Barry Brown (King's College London), Michael 
Brown (University of Oxford), Michael Bulger (University of 
Rochester Medical Center), Fred Bunz (fohns Hopkins Uni¬ 
versity), Steve Burden (New York University School of Medi¬ 
cine), Max Burger (University of Basel), Stephen Burley (SGX 
Pharmaceuticals), Keith Burridge (University of North Caro¬ 
lina, Chapel Hill), fohn Cairns (Radcliffe Infirmary, Oxford), 
Patricia Calarco (University of California, San Francisco), Za- 
cheus Cande (University of California, Berkeley), Lewis Can- 
tley (Harvard Medical School), Charles Cantor (Columbia 
University), Roderick Capaldi (University of Oregon), Mario 
Capecchi (University of Utah), Michael Carey (University of 
California, Los Angeles), Adelaide Carpenter (University of 
California, San Diego), fohn Carroll (University College Lon¬ 
don), Tom Cavalier-Smith (King's College London), Pierre 
Chambon 

(University of Strasbourg), Hans Clevers (Hubrecht Institute, 
The Netherlands), Enrico Coen (fohn Innes Institute, Norwi¬ 
ch, UK), Philip Cohen (University of Dundee, Scotland), Ro¬ 
bert Cohen (University of California, San Francisco), Ste¬ 
phen Cohen (EMBL Heidelberg, Germany), Roger Cooke 
(University of California, San Francisco), fohn Cooper (Wa¬ 
shington University School of Medicine, St. Louis), Michael 
Cox (University of Wisconsin, Madison), Nancy Craig (fohns 
Hopkins University), lames Crow (University of Wisconsin, 
Madison), Stuart Cull- Candy (University College London), 
Leslie Dale (University College London), Caroline Damsky 
(University of California, San Francisco), fohann De Bono 
(The Institute of Cancer Research, UK), Anthony DeFranco 
(University of California, San Francisco), Abby Dernburg 
(University of California, Berkeley), Arshad Desai (University 
of California, San Diego), Michael Dexter (The Wellcome 
Trust, UK), fohn Dick (University of Toronto, Canada), Chris¬ 
topher Dobson (University of Cambridge), Russell Doolittle 
(University of California, San Diego), W. Ford Doolittle (Da- 
lhousie University, Canada), Iulian Downward (Cancer Re¬ 
search UK), Keith Dudley (King's College London), Graham 
Dunn (MRC Cell Biophysics Unit, London), fim Dunwell 
(fohn Innes Institute, Norwich, UK), Bruce Edgar (Fred Hu¬ 
tchinson Cancer Research Center, Seattle), Paul Edwards 
(University of Cambridge), Robert Edwards (University of 
California, San Francisco), David Eisenberg (University of 
California, Los Angeles), Sarah Elgin (Washington Universi¬ 
ty, St. Louis), Ruth Ellman (Institute of Cancer Research, Sut¬ 
ton, UK), Beverly Emerson (The Salk Institute), Charles 
Emerson (University of Virginia), Scott D. Emr (Cornell Uni¬ 
versity), Sharyn Endow (Duke University), Lynn Enquist 
(Princeton University), Tariq Enver (Institute of Cancer Rese¬ 
arch, London), David Epel (Stanford University), Gerard 
Evan (University of California, Comprehensive Cancer Cen¬ 
ter), Ray Evert (University of Wisconsin, Madison), Matthias 
Falk (Lehigh University), Stanley Fallcow (Stanford Universi¬ 
ty), Douglas Fearon (University of Cambridge), Gary Felsen- 
feld (NIH), Stuart Ferguson (University of Oxford), lames 
Ferrell (Stanford University), Christine Field (Harvard Medi¬ 
cal School), Daniel Finley (Harvard University), Gary Firesto- 



xii Agradecimentos 


ne (University of California, Berkeley), Gerald Fischbach 
(Columbia University), Robert Flettericlc (University of Cali¬ 
fornia, San Francisco), Harvey Florman (Tufts University), 
Judah Folkman (Harvard Medical School), Larry Fowke 
(University of Saskatchewan, Canada), Jennifer Frazier (Ex- 
ploratorium®, San Francisco), Matthew Freeman (Laboratory 
of Molecular Biology, UK), Daniel Friend (University of Cali¬ 
fornia, San Francisco), Elaine Fuchs (University of Chicago), 
Joseph Gall (Carnegie Institution of Washington), Richard 
Gardner (University of Oxford), Anthony Gardner-Medwin 
(University College London), Peter Garland (Institute of 
Cancer Research, London), David Garrod (University of 
Manchester, UK), Susan M. Gasser (University of Basel), Wal¬ 
ter Gehring (Biozentrum, University of Basel), Benny Geiger 
(Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel), Larry Gera- 
ce (The Scripps Research Institute), Holger Gerhardt (Lon¬ 
don Research Institute), John Gerhart (University of Califor¬ 
nia, Berkeley), Gunther Gerisch (Max Planck Institute of 
Biochemistry), Frank Gertler (Massachusetts Institute of Te¬ 
chnology), Sankar Ghosh (Yale University School of Medici¬ 
ne), Alfred Gilman (The University of Texas Southwestern 
Medical Center), Reid Gilmore (University of Massachusetts, 
Amherst), Bernie Gilula (falecido), Charles Gilvarg (Prince¬ 
ton University), Benjamin S. Glick (University of Chicago), 
Michael Glotzer (University of Chicago), Larry Goldstein 
(University of California, San Diego), Bastien Gomperts 
(University College Hospital Medical School, London), Da¬ 
niel Goodenough (Harvard Medical School), Jim Goodrich 
(University of Colorado, Boulder), Jeffrey Gordon (Washing¬ 
ton University, St. Louis), Peter Gould (Middlesex Hospital 
Medical School, London), Alan Grafen (University of 
Oxford), Walter Gratzer (King's College London), Michael 
Gray (Dalhousie University), Douglas Green (St. Jude 
Children's Hospital), Howard Green (Harvard University), 
Michael Green (University of Massachusetts, Amherst), Les¬ 
lie Grivell (University of Amsterdam), Carol Gross (Universi¬ 
ty of California, San Francisco), Frank Grosveld (Erasmus 
Universiteit, The Netherlands), Michael Grunstein (Univer¬ 
sity of California, Los Angeles), Barry Gumbiner (Memorial 
Sloan Kettering Cancer Center), Brian Gunning (Australian 
National University, Canberra), Christine Guthrie (Universi¬ 
ty of California, San Francisco), James Haber (Brandeis Uni¬ 
versity), Ernst Hafen (Universitat Zurich), David Haig (Har¬ 
vard University), Andrew Halestrap (University of Bristol, 
UK), Alan Hall (Memorial Sloan Kettering Cancer Center), 
Jeffrey Hall (Brandeis University), John Hall (University of 
Southampton, UK), Zach Hall (University of California, San 
Francisco), Douglas Hanahan (University of California, San 
Francisco), David Hanke (University of Cambridge), Nicho¬ 
las Harberd (University of Oxford), Graham Hardie (Univer¬ 
sity of Dundee, Scotland), Richard Harland (University of 
California, Berkeley), Adrian Harris (Cancer Research UK), 
John Harris (University of Otago, New Zealand), Stephen 
Harrison (Harvard University), Leland Hartwell (University 
of Washington, Seattle), Adrian Harwood (MRC Laboratory 
for Molecular Cell Biology and Cell Biology Unit, London), 
Scott Hawley (Stowers Institute for Medical Research, Kansas 
City), Rebecca Heald (University of California, Berkeley), 
John Heath (University of Birmingham, UK), Ramanujan 


Hegde (NIH), Carl-Henrik Heldin (Uppsala University), Ari 
Helenius (Swiss Federal Institute of Technology), Richard 
Henderson (MRC Laboratory of Molecular Biology, Cam¬ 
bridge, UK), Glenn Herrick (University of Utah), Ira Hersko- 
witz (falecido), Bertil Hille (University of Washington, Seat¬ 
tle), Alan Hinnebusch (NIH, Bethesda), Brigid Hogan (Duke 
University), Nancy Hollingsworth (State University of New 
York, Stony Brook), Frank Holstege (University Medical Cen¬ 
ter, The Netherlands), Leroy Hood (Institute for Systems Bio¬ 
logy, Seattle), John Hopfield (Princeton University), Robert 
Horvitz (Massachusetts Institute of Technology), Art Horwi- 
ch (Yale University School of Medicine), David Housman 
(Massachusetts Institute of Technology), Joe Howard (Max 
Planck Institute of Molecular Cell Biology and Genetics), Jo¬ 
nathan Howard (University of Washington, Seattle), James 
Hudspeth (The Rockefeller University), Simon Hughes 
(King's College London), Martin Humphries (University of 
Manchester, UK), Tim Hunt (Cancer Research UK), Neil 
Hunter (University of California, Davis), Laurence Hurst 
(University of Bath, UK), Jeremy Hyams (University College 
London), Tony Hyman (Max Planck Institute of Molecular 
Cell Biology and Genetics), Richard Hynes (Massachusetts 
Institute of Technology), Philip Ingham (University of She¬ 
ffield, UK), Kenneth Irvine (Rutgers University), Robin Irvine 
(University of Cambridge), Norman Iscove (Ontario Cancer 
Institute, Toronto), David Ish-Horowicz (Cancer Research 
UK), Lily Jan (University of California, San Francisco), Char¬ 
les Janeway (falecido), Tom Jessell (Columbia University), 
Arthur Johnson (Texas A&M University), Louise Johnson (fa- 
lecida), Andy Johnston (John Innes Institute, Norwich, UK), 
E.G. Jordan (Queen Elizabeth College, London), Ron Kaback 
(University of California, Los Angeles), Michael Karin (Uni¬ 
versity of California, San Diego), Eric Karsenti (European 
Molecular Biology Laboratory, Germany), Ken Keegstra (Mi¬ 
chigan State University), Ray Keller (University of California, 
Berkeley), Douglas Kellogg (University of California, Santa 
Cruz), Regis Kelly (University of California, San Francisco), 
John Kendrick-Jones (MRC Laboratory of Molecular Biology, 
Cambridge), Cynthia Kenyon (University of California, San 
Francisco), Roger Keynes (University of Cambridge), Judith 
Kimble (University of Wisconsin, Madison), Robert Kingston 
(Massachusetts General Hospital), Marc Kirschner (Harvard 
University), Richard Klausner (NIH), Nancy Kleckner (Har¬ 
vard University), Mike Klymlcowsky (University of Colorado, 
Boulder), Kelly Komachi (University of California, San Fran¬ 
cisco), Eugene Koonin (NIH), Juan Korenbrot (University of 
California, San Francisco), Roger Kornberg (Stanford Uni¬ 
versity), Tom Kornberg (University of California, San Fran¬ 
cisco), Stuart Kornfeld (Washington University, St. Louis), 
Daniel Koshland (University of California, Berkeley), Dou¬ 
glas Koshland (Carnegie Institution of Washington, Baltimo¬ 
re), Marilyn Kozak (University of Pittsburgh), Mark Krasnow 
(Stanford University), Werner Kiihlbrandt (Max Planck Insti¬ 
tute for Biophysics), John Kuriyan (University of California, 
Berkeley), Robert Kypta (MRC Laboratory for Molecular Cell 
Biology, London), Peter Lachmann (MRC Centre, Cambrid¬ 
ge), Ulrich Laemmli (University of Geneva, Switzerland), 
Trevor Lamb (University of Cambridge), Hartmut Land 
(Cancer Research UK), David Lane (University of Dundee, 



Agradecimentos xiii 


Scotland), Jane Langdale (University of Oxford), Lewis La¬ 
nier (University of California, San Francisco), Jay Lash (Uni¬ 
versity of Pennsylvania), Peter Lawrence (MRC Laboratory of 
Molecular Biology, Cambridge), Paul Lazarow (Mount Sinai 
School of Medicine), Robert J. Lefkowitz (Duke University), 
Michael Levine (University of California, Berkeley), Warren 
Levinson (University of California, San Francisco), Alex Le¬ 
vitzki (Hebrew University, Israel), Ottoline Leyser (University 
of York, UK), Joachim Li (University of California, San Fran¬ 
cisco), Tomas Lindahl (Cancer Research UK), Vishu Linga- 
ppa (University of California, San Francisco), Jennifer Lip- 
pincott-Schwartz (NIH), Joseph Lipsiclc (Stanford University 
School of Medicine), Dan Littman (New York University 
School of Medicine), Clive Lloyd (John Innes Institute, 
Norwich, UK), Richard Locksley (University of California, 
San Francisco), Richard Losick (Harvard University), Daniel 
Louvard (Institut Curie, France), Robin Lovell-Badge (Natio¬ 
nal Institute for Medical Research, London), Scott Lowe 
(Cold Spring Harbor Laboratory), Shirley Lowe (University of 
California, San Francisco), Reinhard Liihrman (Max Planck 
Institute of Biophysical Chemistry), Michael Lynch (Indiana 
University), Laura Machesky (University of Birmingham, 
UK), Hiten Madhani (University of California, San Francis¬ 
co), James Mailer (University of Colorado Medical School), 
Tom Maniatis (Harvard University), Colin Manoil (Harvard 
Medical School), Elliott Margulies (NIH), Philippa Marrack 
(National Jewish Medical and Research Center, Denver), 
Mark Marsh (Institute of Cancer Research, London), Wallace 
Marshall (University of California, San Francisco), Gail Mar¬ 
tin (University of California, San Francisco), Paul Martin 
(University College London), Joan Massague (Memorial Slo¬ 
an Kettering Cancer Center), Christopher Mathews (Oregon 
State University), Brian McCarthy (University of California, 
Irvine), Richard McCarty (Cornell University), William Mc¬ 
Ginnis (University of California, San Diego), Anne McLaren 
(Wellcome/Cancer Research Campaign Institute, Cambrid¬ 
ge), Frank McNally (University of California, Davis), Freideri- 
ck Meins (Freiderich Miescher Institut, Basel), Stephanie 
Mel (University of California, San Diego), Ira Mellman (Ge- 
nentech), Barbara Meyer (University of California, Berkeley), 
Elliot Meyerowitz (California Institute of Technology), Chris 
Miller (Brandeis University), Robert Mishell (University of 
Birmingham, UK), Avrion Mitchison (University College 
London), N.A. Mitchison (University College London), Ti¬ 
mothy Mitchison (Harvard Medical School), Quinn Mitrovi- 
ch (University of California, San Francisco), Peter Momba- 
erts (The Rockefeller University), Mark Mooseker (Yale 
University), David Morgan (University of California, San 
Francisco), Michelle Moritz (University of California, San 
Francisco), Montrose Moses (Duke University), Keith Mos- 
tov (University of California, San Francisco), Anne Mudge 
(University College London), Hans Miiller-Eberhard (Scri- 
pps Clinic and Research Institute), Alan Munro (University of 
Cambridge), J. Murdoch Mitchison (Harvard University), Ri¬ 
chard Myers (Stanford University), Diana Myles (University 
of California, Davis), Andrew Murray (Harvard University), 
Shigekazu Nagata (Kyoto University, Japan), Geeta Narlikar 
(University of California, San Francisco), Kim Nasmyth (Uni¬ 
versity of Oxford), Mark E. Nelson (University of Illinois, Ur- 


bana-Champaign), Michael Neuberger (falecido), Walter 
Neupert (University of Munich, Germany), David Nicholls 
(University of Dundee, Scotland), Roger Nicoll (University of 
California, San Francisco), Suzanne Noble (University of Ca¬ 
lifornia, San Francisco), Harry Noller (University of Califor¬ 
nia, Santa Cruz), Jodi Nunnari (University of California, Da¬ 
vis), Paul Nurse (Francis Crick Institute), Roel Nusse 
(Stanford University), Michael Nussenzweig (Rockefeller 
University), Duncan O'Dell (falecido), Patrick O'Farrell (Uni¬ 
versity of California, San Francisco), Bjorn Olsen (Harvard 
Medical School), Maynard Olson (University of Washington, 
Seattle), Stuart Orkin (Harvard University), Terry Orr-Weaver 
(Massachusetts Institute of Technology), Erin O'Shea (Har¬ 
vard University), Dieter Osterhelt (Max Planck Institute of 
Biochemistry), William Otto (Cancer Research UK), John 
Owen (University of Birmingham, UK), Dale Oxender (Uni¬ 
versity of Michigan), George Palade (falecido), Barbara Pan¬ 
ning (University of California, San Francisco), Roy Parker 
(University of Arizona, Tucson), William W. Parson (Univer¬ 
sity of Washington, Seattle), Terence Partridge (MRC Clinical 
Sciences Centre, London), William E. Paul (NIH), Tony Paw- 
son (falecido), Hugh Pelham (MRC, UK), Robert Perry (Insti¬ 
tute of Cancer Research, Philadelphia), Gordon Peters (Can¬ 
cer Research UK), Greg Petsko (Brandeis University), 
Nikolaus Pfanner (University of Freiburg, Germany), David 
Phillips (The Rockefeller University), Jeremy Pickett-Heaps 
(The University of Melbourne, Australia), Jonathan Pines 
(Gurdon Institute, Cambridge), Julie Pitcher (University Col¬ 
lege London), Jeffrey Pollard (Albert Einstein College of Me¬ 
dicine), Tom Pollard (Yale University), Bruce Ponder (Uni¬ 
versity of Cambridge), Daniel Portnoy (University of 
California, Berkeley), James Priess (University of Washing¬ 
ton, Seattle), Darwin Proclcop (Tulane University), Mark 
Ptashne (Memorial Sloan Kettering Cancer Center), Dale 
Purves (Duke University), Efraim Racker (Cornell Universi¬ 
ty), Jordan Raff (University of Oxford), Klaus Rajewsky (Max 
Delbriick Center for Molecular Medicine, Germany), George 
Ratcliffe (University of Oxford), Elio Raviola (Harvard Medi¬ 
cal School), Martin Rechsteiner (University of Utah, Salt Lake 
City), David Rees (National Institute for Medical Research, 
London), Thomas A. Reh (University of Washington, Seat¬ 
tle), Louis Reichardt (University of California, San Francis¬ 
co), Renee Reijo (University of California, San Francisco), 
Caetano Reis e Sousa (Cancer Research UK), Fred Richards 
(Yale University), Conly Rieder (Wadsworth Center, Albany), 
Phillips Robbins (Massachusetts Institute of Technology), 
Elizabeth Robertson (The Wellcome Trust Centre for Human 
Genetics, UK), Elaine Robson (University of Reading, UK), 
Robert Roeder (The Rockefeller University), Joel Rosenbaum 
(Yale University), Janet Rossant (Mount Sinai Hospital, To¬ 
ronto), Jesse Roth (NIH), Jim Rothman (Memorial Sloan Ket¬ 
tering Cancer Center), Rodney Rothstein (Columbia Univer¬ 
sity), Erkki Ruoslahti (La Jolla Cancer Research Foundation), 
Gary Ruvkun (Massachusetts General Hospital), David Saba- 
tini (New York University), Alan Sachs (University of Califor¬ 
nia, Berkeley), Edward Salmon (University of North Carolina, 
Chapel Hill), Aziz Sancar (University of North Carolina, Cha¬ 
pel Hill), Joshua Sanes (Harvard University), Peter Sarnow 
(Stanford University), Lisa Satterwhite (Duke University Me- 



xiv Agradecimentos 


dical School), Robert Sauer (Massachusetts Institute of Tech¬ 
nology), Ken Sawin (The Wellcome Trust Centre for Cell Bio¬ 
logy, UK), Howard Schachman (University of California, 
Berkeley), Gerald Schatten (Pittsburgh Development Cen¬ 
ter), Gottfried Schatz (Biozentrum, University of Basel), Ran¬ 
dy Schelcman (University of California, Berkeley), Richard 
Scheller (Stanford University), Giampietro Schiavo (Cancer 
Research UK), Ueli Schibler (University of Geneva, Switzer¬ 
land), Joseph Schlessinger (New York University Medical 
Center), Danny J. Schnell (University of Massachusetts, 
Amherst), Michael Schramm (Hebrew University, Israel), 
Robert Schreiber (Washington University School of Medici¬ 
ne), James Schwartz (Columbia University), Ronald Schwartz 
(NIH), Frangois Schweisguth (Institut Pasteur, France), John 
Scott (University of Manchester, UK), John Sedat (University 
of California, San Francisco), Peter Selby (Cancer Research 
UK), Zvi Sellinger (Hebrew University, Israel), Gregg Semen- 
za (Johns Hopkins University), Philippe Sengel (University of 
Grenoble, France), Peter Shaw (John Innes Institute, Norwi¬ 
ch, UK), Michael Sheetz (Columbia University), Morgan 
Sheng (Massachusetts Institute of Technology), Charles 
Sherr (St. Jude Children's Hospital), David Shima (Cancer 
Research UK), Samuel Silverstein (Columbia University), 
Melvin I. Simon (California Institute of Technology), Kai Si¬ 
mons (Max Planck Institute of Molecular Cell Biology and 
Genetics), Jonathan Slack (Cancer Research UK), Alison 
Smith (John Innes Institute, Norfolk, UK), Austin Smith (Uni¬ 
versity of Edinburgh, UK), Jim Smith (The Gurdon Institute, 
UK), John Maynard Smith (University of Sussex, UK), Mi¬ 
tchell Sogin (Woods Hole Institute), Franlc Solomon (Massa¬ 
chusetts Institute of Technology), Michael Solursh (Universi¬ 
ty of Iowa), Bruce Spiegelman (Harvard Medical School), 
Timothy Springer (Harvard Medical School), Mathias Sprinzl 
(University of Bayreuth, Germany), Scott Stachel (University 
of California, Berkeley), Andrew Staehelin (University of Co¬ 
lorado, Boulder), David Standring (University of California, 
San Francisco), Margaret Stanley (University of Cambridge), 
Martha Stark (University of California, San Francisco), Wil¬ 
fred Stein (Hebrew University, Israel), Malcolm Steinberg 
(Princeton University), Ralph Steinman (falecido), Len Ste¬ 
phens (The Babraham Institute, UK), Paul Sternberg (Cali¬ 
fornia Institute of Technology), Chuck Stevens (The Salk Ins¬ 
titute), Murray Stewart (MRC Laboratory of Molecular 
Biology, Cambridge), Bruce Stillman (Cold Spring Harbor 
Laboratory), Charles Streuli (University of Manchester, UK), 
Monroe Strickberger (University of Missouri, St. Louis), Ro¬ 
bert Stroud (University of California, San Francisco), Michael 
Stryker (University of California, San Francisco), William 
Sullivan (University of California, Santa Cruz), Azim Surani 
(The Gurdon Institute, University of Cambridge), Daniel 
Szollosi (Institut National de la Recherche Agronomique, 
France), Jack Szostak (Harvard Medical School), Clifford Ta- 
bin (Harvard Medical School), Masatoshi Takeichi (RIKEN 
Center for Developmental Biology, Japan), Nicolas Tapon 
(London Research Institute), Diethard Tautz (University of 
Cologne, Germany), Julie Theriot (Stanford University), Ro¬ 
ger Thomas (University of Bristol, UK), Craig Thompson 
(Memorial Sloan Kettering Cancer Center), Janet Thornton 


(European Bioinformatics Institute, UK), Vernon Thornton 
(King's College London), Cheryll Tickle (University of Dun¬ 
dee, Scotland), Jim Till (Ontario Cancer Institute, Toronto), 
Lewis Tilney (University of Pennsylvania), David Tollervey 
(University of Edinburgh, UK), Ian Tomlinson (Cancer Rese¬ 
arch UK), Nick Tonks (Cold Spring Harbor Laboratory), Alain 
Townsend (Institute of Molecular Medicine, John Radcliffe 
Hospital, Oxford), Paul Travers (Scottish Institute for Rege¬ 
neration Medicine), Robert Trelstad (UMDNJ—Robert Wood 
Johnson Medical School), Anthony Trewavas (Edinburgh 
University, Scotland), Nigel Unwin (MRC Laboratory of Mo¬ 
lecular Biology, Cambridge), Victor Vacquier (University of 
California, San Diego), Ronald D. Vale (University of Califor¬ 
nia, San Francisco), Tom Vanaman (University of Kentucky), 
Harry van der Westen (Wageningen, The Netherlands), Ha¬ 
rold Varmus (National Cancer Institute, United States), Ale¬ 
xander J. Varshavsky (California Institute of Technology), 
Donald Voet (University of Pennsylvania), Harald von Boeh- 
mer (Harvard Medical School), Madhu Wahi (University of 
California, San Francisco), Virginia Walbot (Stanford Univer¬ 
sity), Frank Walsh (GlaxoSmithKline, UK), Trevor Wang 
(John Innes Institute, Norwich, UK), Xiaodong Wang (The 
University of Texas Southwestern Medical School), Yu-Lie 
Wang (Worcester Foundation for Biomedical Research, MA), 
Gary Ward (University of Vermont), Anne Warner (University 
College London), Graham Warren (Yale University School of 
Medicine), Paul Wassarman (Mount Sinai School of Medici¬ 
ne), Clare Waterman-Storer (The Scripps Research Institute), 
Fiona Watt (Cancer Research UK), John Watts (John Innes 
Institute, Norwich, UK), Klaus Weber (Max Planck Institute 
for Biophysical Chemistry), Martin Weigert (Institute of Can¬ 
cer Research, Philadelphia), Robert Weinberg (Massachuset¬ 
ts Institute of Technology), Harold Weintraub (falecido), 
Karsten Weis (Swiss Federal Institute of Technology), Irving 
Weissman (Stanford University), Jonathan Weissman (Uni¬ 
versity of California, San Francisco), Susan R. Wente (Van¬ 
derbilt University School of Medicine), Norman Wessells 
(University of Oregon, Eugene), Stephen West (Cancer Rese¬ 
arch UK), Judy White (University of Virginia), William Wick- 
ner (Dartmouth College), Michael Wilcox (falecido), Lewis T. 
Williams (Chiron Corporation), Patrick Williamson (Univer¬ 
sity of Massachusetts, Amherst), Keith Willison (Chester Be¬ 
atty Laboratories, London), John Wilson (Baylor University), 
Alan Wolffe (falecido), Richard Wolfenden (University of 
North Carolina, Chapel Hill), Sandra Wolin (Yale University 
School of Medicine), Lewis Wolpert (University College Lon¬ 
don), Richard D. Wood (University of Pittsburgh Cancer Ins¬ 
titute), Abraham Wo reel (University of Rochester), Nick Wri¬ 
ght (Cancer Research UK), John Wyke (Beatson Institute for 
Cancer Research, Glasgow), Michael P. Yaffe (California Ins¬ 
titute for Regenerative Medicine), Kenneth M. Yamada 
(NIH), Keith Yamamoto (University of California, San Fran¬ 
cisco), Charles Yocum (University of Michigan, Ann Arbor), 
Peter Yurchenco (UMDNJ—Robert Wood Johnson Medical 
School), Rosalind Zalin (University College London), Patri¬ 
cia Zambryslci (University of California, Berkeley), Marino 
Zerial (Max Planck Institute of Molecular Cell Biology and 
Genetics). 



Nota ao leitor 


Estrutura do livro 

Embora os capitulos deste livro possam ser lidos de forma independente, estao organi- 
zados em uma sequencia logica de cinco partes. Os tres primeiros capitulos da Parte I 
tratam dos principios elementares e da bioquimica basica. Eles podem servir como uma 
introdugao aos leitores que nao estudaram bioquimica ou para relembrar os que ja a es- 
tudaram. A Parte II aborda o armazenamento, expressao e transmissao de informagoes 
geneticas. A Parte III apresenta os fundamentos dos principais metodos experimentais 
de investigagao e analise celular; aqui, uma nova segao, intitulada “Analise matematica 
das fungoes celulares” no Capitulo 8, fornece uma dimensao extra para nossa compreen- 
sao sobre regulagao e fungao celular. A Parte IV discute a organizagao interna da celula. 
A Parte V aborda o comportamento celular nos sistemas multicelulares, iniciando com o 
desenvolvimento de organismos multicelulares e concluindo com capitulos sobre pato- 
genos e infecgao e sobre os sistemas imune inato e adaptativo. 

Teste seu conhecimento 

Uma selegao de questoes, escritas por John Wilson e Tim Hunt, aparece no final de cada 
capitulo. As questoes para os quatro ultimos capitulos sobre organismos multicelulares 
sao novas nesta edigao. As solugoes completas para todas as questoes podem ser encon- 
tradas na pagina do livro em nosso site, loja.grupoa.com.br. 

Referencias 

Uma lista concisa de referencias selecionadas foi incluida no final de cada capitulo. Elas 
estao organizadas em ordem alfabetica dentro dos principais subtitulos. Essas referen¬ 
cias as vezes incluem os artigos originais em que descobertas importantes foram noticia- 
das pela primeira vez. 

Termos do glossario 

Ao longo do livro, quando um termo merece destaque, ele aparece em negrito, indican- 
do que ali e abordado em mais detalhes. Italico e utilizado para destacar termos tambem 
importantes, porem com menos enfase. No final do livro, encontra-se o glossario expan¬ 
dido, abrangendo termos tecnicos que sao parte da terminologia da biologia celular; ele 
e indicado como o primeiro recurso para o leitor ao encontrar termos com os quais nao 
esta familiarizado. 

Nomenclatura para genes e proteinas 

Cada especie possui suas proprias convengoes para nomear genes; a unica caracteristica 
em comum e que eles sao sempre marcados em italico. Em algumas especies (como os 
humanos), os nomes dos genes sao escritos todos em letras maiusculas; em outras es¬ 
pecies (como o peixe-zebra), todas as letras sao minusculas; em outras, ainda (a maioria 
dos genes de camundongos), com a primeira letra maiuscula e as letras seguintes em 
minusculo; ou (como na Drosophila) com diferentes combinagoes de letras maiusculas 
e minusculas, dependendo se o primeiro alelo mutante que foi descoberto produz um 
fenotipo dominante ou recessivo. As convengoes para o nome de produtos de proteinas 
sao igualmente variadas. 

Essa variedade enorme de padroes preocupa a todos - como fazer para nao regis¬ 
trar informagoes equivocadas? Nao podemos, de forma independente, definir uma nova 
convengao para cada uma das proximas milhoes de especies cujos genes desejarmos 
estudar. Alem disso, ha muitas ocasioes, especialmente em um livro como este, em que 
precisamos nos referir a um gene de forma generica, sem especificar a versao do camun- 
dongo, do humano, da galinha ou do hipopotamo, pois sao todos equivalentes para o 
proposito da discussao. Que convengao, entao, devemos usar? 


xvi Nota ao leitor 


Decidimos, neste livro, deixar de lado as convengoes para as especies individuals 
e seguir uma unica regra: escrevemos todos os nomes de genes, como os nomes de pes- 
soas e lugares, com a primeira letra maiuscula e letras seguintes minusculas, mas todas 
em italico, deste modo: Ape, Bazooka, Cdc2, Dishevelled, Egll.A protema corresponden- 
te, se possuir seu nome originado a partir do gene, sera entao escrita igualmente, mas 
nao com as letras em italico: Ape, Bazooka, Cdc2, Dishevelled, Egll. Quando e necessario 
especificar o organismo, pode-se usar um prefixo para o nome do gene. 

Para completar, listamos outros detalhes das regras de nomenclatura que segui- 
mos. Em alguns exemplos, uma letra adicionada no nome do gene e tradicionalmente 
usada para distinguir entre genes relacionados quanto a fungao ou evolugao; para esses 
genes, colocamos a letra em maiusculo se for comum faze-lo ( LacZ, RecA, HoxA4). Nao 
usamos hifen para separar as letras ou numeros adicionados do restante do nome. As 
protemas sao mais um problema. Muitas delas tern nomes particulares, designados an¬ 
tes do gene ser nomeado. Tais nomes de protemas tern muitas formas, embora a maio- 
ria deles tradicionalmente inicie com letra minuscula (actina, hemoglobina, catalase), 
como nomes de substancias comuns (queijo, nailon), a menos que eles sejam abrevia- 
dos (como GFP, para Green Fluorescent Protein, ou BMP4, para Bone Morphogenetic 
Protein #4). Determinar todos os nomes de protemas em um estilo uniforme para esta- 
belecer convengoes seria algo extremo, entao optamos por utilizar a forma tradicional 
(actina, GFP, etc.). Para os nomes dos genes correspondentes em todos estes casos, no 
entanto, seguimos a nossa regra padrao: Actina, Hemoglobina, Catalase, Bmp4, Gfp. Oca- 
sionalmente, precisamos destacar o nome de uma protema colocando-o em italico para 
enfatizar; a finalidade geralmente ficara evidente no contexto. 

Para aqueles que desejarem conhecer, a tabela abaixo mostra algumas convengoes 
oficiais para especies individuals — convengoes que, na maioria das vezes, violamos nes¬ 
te livro, conforme explicado ate aqui. 



Convengao especie-especifica 

Convengao especial usada neste livro 

Organismo 

Gene 

Proteina 

Gene 

Proteina 

Camundongo 

Hoxa4 

Hoxa4 

HoxA4 

HoxA4 


Bmp4 

BMP4 

Bmp4 

BMP4 


integrina a-1, Itgal 

integrina al 

Integrina a 1, Itga 1 

integrina al 

Humano 

HOXA4 

HOXA4 

HoxA4 

HoxA4 

Peixe-zebra 

cydops, eye 

Cyclops, Cyc 

Cyclops, Cyc 

Cyclops, Cyc 

Caenorhabditis 

unc-6 

UNC-6 

Unc6 

Unc6 

Drosophila 

sevenless, sev (letra minuscula, 
devido ao fenotipo recessivo) 

Sevenless, SEV 

Sevenless, Sev 

Sevenless, Sev 


Deformed, Dfd (letra maiuscula, 
devido ao fenotipo dominante 
mutante) 

Deformed, DFD 

Deformed, Dfd 

Deformed, Dfd 

Levedura 

Saccharomyces cerevisae 
(levedura em brotamento) 

CDC28 

Cdc28, Cdc28p 

Cdc28 

Cdc28 

Schizosaccharomyces 
pombe (levedura em 
divisao) 

Cdc2 

Cdc2, Cdc2p 

Cdc2 

Cdc2 

Arabidopsis 

GAI 

GAI 

Gai 

GAI 

E. coli 

uvrA 

UvrA 

UvrA 

UvrA 

























Recursos didaticos 


Recursos de aprendizagem estao dispomveis online na pa- 
gina do Biologia molecular da celula (em ingles), localizada 
em www.garlandscience.com/MB0C6-students*. Chama- 
das para as Animagoes estao destacadas em cor e negrito 
ao longo do livro, direcionando o leitor e complementando 
o conteudo de cada capitulo. Laminas para exploragao da ce¬ 
lula ensinam a morfologia celular por meio de micrografias 
interativas que destacam estruturas celulares importantes. O 
glossario completo, assim como um conjunto de flashcards, 
tambem estao dispomveis na mesma pagina. Esperamos que 
esses recursos estimulem o aprendizado dos estudantes e 
torne mais facil a preparagao de aulas dinamicas e atividades 
de classe para os professores. 



Area do professor 

Professores podem fazer download do material complemen- 
tar exclusivo (em portugues). Acesse nosso site, loja.grupoa. 
com.br, cadastre-se gratuitamente como professor, encontre 
a pagina do livro por meio do campo de busca e clique no 
link Material do Professor. 



*A manutengao e a disponibilizagao da pagina sao de responsabili- 
dade da Garland Science, Taylor & Francis Group, LLC. 
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Prefacio 


Desde a ultima edigao deste livro, mais de cinco milhoes de artigos cientificos foram pu- 
blicados. Houve um aumento correspondente na quantidade de informagoes digitais: sur- 
giram novos dados sobre sequencias genomicas, interagoes de protemas, estruturas mo- 
leculares e expressao genica — todos armazenados em vastos bancos de dados. O desafio 
para cientistas e autores de livros academicos e converter essa quantidade impressionante 
de informagao em uma explicagao acessivel e atual de como as celulas funcionam. 

O aumento no numero de artigos de revisao, que tern como objetivo tornar o conteudo 
original mais facil de ser compreendido, nos auxilia nessa tarefa, embora a maioria dessas re- 
visoes ainda seja bastante especifica. Alem disso, uma colegao cada vez maior de fontes onli¬ 
ne tenia. nos convencer que a compreensao esta apenas a alguns clicks do mouse. Em algumas 
areas, essa mudanga no acesso ao conhecimento teve muito sucesso, como na descoberta do 
que ha de mais atual sobre nossos proprios problemas medicos. Contudo, para compreender 
um pouco sobre a beleza e a complexidade de como as celulas vivas funcionam, e necessario 
mais do que apenas um wiki- isso ou wiki- aquilo - e extremamente dificil identificar as pe- 
dras preciosas neste aterro confuso. Uma narrativa cuidadosamente elaborada, que conduz 
o leitor de forma logica e progressiva por meio de ideias, componentes e experimentos, e 
muito mais eficaz, ja que o leitor podera construir para si mesmo uma estrutura conceitual da 
biologia celular memoravel que permitira avaliar criticamente toda a nova ciencia e, o mais 
importante, compreende-la. Foi isso que tentamos fazer neste Biologia molecular da celula. 

Na preparagao desta nova edigao, inevitavelmente tivemos que tomar algumas 
decisoes dificeis. Para incluir novas e estimulantes descobertas e manter o livro portatil, 
muito teve que ser retirado. Adicionamos novas segoes, como aquelas sobre as novas 
fungoes do RNA, avangos na biologia das celulas-tronco, novos metodos para estudar 
protemas e genes e obter imagens de celulas, avangos na genetica e tratamento do can¬ 
cer, e no controle do crescimento e morfogenese do desenvolvimento. 

A quimica das celulas e extremamente complexa, e toda lista de partes celulares e 
suas interagoes - nao importando o quao completa - deixaria grandes lacunas na nossa 
compreensao. Percebemos que, para produzir explicagoes convincentes sobre o compor- 
tamento celular, necessitaremos de informagoes quantitativas sobre as celulas, as quais es¬ 
tao vinculadas a abordagens matematicas/computacionais sofisticadas — algumas ainda 
nem inventadas. Como consequencia, os biologos celulares estao procurando transformar 
seus estudos em uma descrigao mais quantitativa e com dedugao matematica. Destaca- 
mos essa abordagem e alguns de seus metodos em uma nova segao no final do Capitulo 8. 

Frente a imensidao do que aprendemos sobre biologia celular, pode parecer ten- 
tador para um estudante imaginar que ainda resta pouco a descobrir. Na verdade, quan¬ 
to mais descobrimos sobre as celulas, mais questoes surgem. Para enfatizar que nossa 
compreensao sobre biologia celular esta incompleta, destacamos as principais lacunas 
no nosso conhecimento ao inserirmos a lista "O que nao sabemos" no final de cada capi¬ 
tulo. Essa breve lista inclui apenas uma pequena amostra de questoes importantes nao 
respondidas e dos desafios para a proxima geragao de cientistas. Alias, ficamos muito 
satisfeitos em saber que alguns de nossos leitores encontrarao respostas no futuro! 

As mais de 1.500 ilustragoes foram planejadas para criar uma narrativa paralela, 
mas intimamente interligada ao texto. Aumentamos a harmonia entre os capitulos, par- 
ticularmente no uso das cores e de icones comuns - canais e bombas de membrana sao 
um bom exemplo. Para evitar interrupgoes no texto, parte do conteudo foi movida para 
novos Paineis. A maioria das estruturas proteicas importantes descritas foi redesenhada 
e colorida: agora, em cada caso, fornecemos o codigo no PDB (Protein Data Bank) cor¬ 
respondente para a protema, que pode ser utilizado para acessar ferramentas online que 
fornecem mais informagoes sobre ela, como aquelas no website RCSB PDB (www.rcsb. 
org). Essas conexoes permitem aos leitores explorar de forma mais completa as protei- 
nas que estao no centro da biologia celular. 


xx Prefacio 


John Wilson e Tim Hunt novamente contribmram com suas questoes* peculiares e 
criativas, proporcionando aos estudantes uma compreensao mais ativa do texto. As ques¬ 
toes enfatizam abordagens quantitativas e encorajam o raciocinio critico sobre os experi- 
mentos publicados; elas estao agora presentes no final de todos os capitulos. As respostas 
para as questoes estao disponiveis na pagina do livro em nosso site, loja.grupoa.com.br. 

Vivemos em um mundo que nos apresenta varios assuntos complexos relaciona- 
dos a biologia celular: biodiversidade, mudanga climatica, seguranga alimentar, degra- 
dagao ambiental, esgotamento de fontes de recursos e doengas. Esperamos que nosso li¬ 
vro ajude o leitor a compreender melhor, e, possivelmente, contribuir para resolver esses 
desafios. Conhecimento e compreensao trazem o poder para intervir. 

Temos uma divida de gratidao com um grande numero de cientistas cuja ajuda ge- 
nerosa e mencionada separadamente no texto Agradecimentos (p. ix a xiv). Aqui, precisa- 
mos mencionar algumas contribuigoes particularmente importantes. Para o Capitulo 8, 
Hana El-Samad forneceu o cerne da segao "Analise matematica das fungoes celulares", e 
Karen Hoplcin fez contribuigoes valiosas para a segao “Estudo da expressao e da fungao 
de genes 7 ! Werner Kuhlbrandt ajudou a reorganizar e rescrever o Capitulo 14 (Conversao 
de energia: mitocondrias e cloroplastos). Rebecca Heald fez o mesmo para o Capitulo 16 
(O citoesqueleto), assim como Alexander Schier fez para o Capitulo 21 (Desenvolvimento 
de organismos multicelulares) e Matt Welch, para o Capitulo 23 (Patogenos e infecgao). 
Lewis Lanier ajudou a escrever o Capitulo 24 (Os sistemas imunes inato e adaptativo). 
Hossein Amiri gerou um enorme banco online de questoes para professores. 

Antes de iniciar o ciclo de revisao para esta edigao, convidamos varios cientistas 
que utilizaram a ultima edigao para ensinar biologia celular a nos encontrar e sugerir 
melhorias. Eles nos ofereceram sugestoes uteis que ajudaram a aperfeigoar a nova edi¬ 
gao. Tambem tivemos o auxilio valioso de grupos de estudantes que leram as provas da 
maioria dos capitulos. 

Muitas pessoas e muitos esforgos sao necessarios para converter um longo origi¬ 
nal e uma grande pilha de rascunhos em um livro-texto finalizado. A equipe da Garland 
Science que gerenciou essa conversao foi espetacular. Denise Schanck, gerindo a operagao, 
demonstrou paciencia, perspicacia, tato e energia durante a jornada; ela nos guiou com 
seguranga, competentemente auxiliada por Allie Bochicchio e Janette Scobie. Nigel Orme 
supervisionou nosso programa renovado de ilustragoes, finalizou toda a arte e novamen¬ 
te enriqueceu a contracapa com seu talento grafico. Tiago Barros nos ajudou a renovar as 
apresentagoes sobre estruturas proteicas. Matthew McClements criou o projeto grafico do 
livro e sua capa. Emma Jeffcoclc novamente editorou as paginas finais, gerenciando ciclos 
infinitos de provas e alteragoes de ultimo minuto com destreza e paciencia notaveis, com 
ajuda de Georgina Lucas. Michael Morales, auxiliado por Leah Christians, produziu e mon- 
tou a complexa rede de videos, animagoes e outros materiais que formam a base dos re¬ 
cursos online que acompanham este livro. Adam Sendroff ofereceu um feedback valioso 
sobre os usuarios do livro pelo mundo, o que qualificou nosso ciclo de revisao. Langando 
olhares especializados sobre o original, Elizabeth Zayatz e Sherry Granum Lewis atuaram 
como editores de desenvolvimento, Jo Clayton como preparadora de originais e Sally Huish 
como revisora de provas. Bill Johncoclcs compilou o indice. Em Londres, Emily Preece nos 
alimentou, enquanto a ajuda, habilidade e energia da equipe da Garland, juntamente com 
sua amizade, nos nutriram de varias formas durante a revisao, tornando to do o processo 
prazeroso. Os autores tern muita sorte por terem sido amparados com tanta generosidade. 

Agradecemos aos nossos conjuges, familiares, amigos e colegas por seu apoio con- 
tinuo, o que mais uma vez tornou possivel a nova edigao deste livro. 

Quando estavamos completando esta edigao, Julian Lewis, nosso coautor, amigo e 
colega, finalmente sucumbiu ao cancer contra o qual lutou tao bravamente por dez anos. 
Iniciando em 1979, Julian fez contribuigoes importantes para as seis edigoes e, como 
nosso mais elegante sabio com as palavras, elevou e melhorou o estilo e o tom de todos 
os capitulos que tocou. Conhecido por seu cuidadoso enfoque erudito, a clareza e a sim- 
plicidade estavam no coragao de seu texto. Julian e insubstituivel, e todos sentiremos 
muito a falta de sua amizade e colaboragao. Dedicamos a 6 a edigao a sua memdria. 

Os autores 


* Mais de 1.800 questoes adicionais estao disponiveis no livro Molecular biology of the cell: The problems book. 
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detectar sequences especfficas de nucleotfdeos 472 

Genes podem ser clonados in vitro utilizando PCR 473 

A PCR tambem e utilizada para diagnostico e aplicagoes forenses 474 

Tanto o DNA como o RNA podem ser rapidamente sequenciados 477 

Para serem uteis, sequences genomicas devem ser anotadas 477 

A clonagem do DNA permite que qualquer proteina seja produzida em 

grandes quantidades 483 

ESTUDO DA EXPRESSAO E DA FUNGAO DE GENES 485 

A genetica classica inicia com a interrupgao de urn processo celular por 
mutagenese aleatoria 485 

Os rastreamentos geneticos identificam mutantes com anormalidades 

especfficas 488 

Mutagoes podem causar a perda ou o ganho da fungao proteica 489 

Testes de complementagao revelam se dois mutantes estao no mesmo 

gene ou em genes diferentes 490 

Os produtos dos genes podem ser ordenados em vias por analise de 

epistasia 490 

Mutagoes responsaveis por urn fenotipo podem ser identificadas pela 

analise do DNA 491 

O sequenciamento de DNA rapido e barato tern revolucionado os 

estudos geneticos humanos 491 

Blocos ligados de polimorfismos tern sido passados adiante a partir de 

nossos ancestrais 492 

Polimorfismos podem ajudar a identificar mutagoes associadas a doengas 493 
A genomica esta acelerando a descoberta de mutagoes raras que nos 

predispoem a serias doengas 493 

A genetica reversa comega com urn gene conhecido e determina quais 

processos celulares requerem sua fungao 494 

Animais e plantas podem ser geneticamente modificados 495 
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0 sistema bacteriano CRISPR foi adaptado para editar genomas em 

uma ampla variedade de especies 497 

Grandes colegoes de mutagoes feitas por engenharia genetica 
fornecem uma ferramenta para examinar a fungao de cada gene 
em urn organismo 498 

A interference de RNA e uma maneira simples e rapida de testar a 

fungao do gene 499 

Genes-reporter revelam quando e onde urn gene e expresso 501 

A hibridizagao in situ pode revelar a localizagao dos mRNAs e RNAs nao 
codificadores 502 

A expressao de genes individuals pode ser medida usando-se RT-PCR 

quantitativa 502 

Analises de mRNAs por microarranjo ou RNA-seq fornecem 

informagoes sobre a expressao em urn momento especffico 503 

A imunoprecipitagao da cromatina genomica ampla identifica sitios no 

genoma ocupados por reguladores da transcrigao 505 

O perfil de ribossomos revela quais mRNAs estao sendo traduzidos na 

celula 505 

Metodos de DNA recombinante revolucionaram a saude humana 506 

As plantas transgenicas sao importantes para a agricultura 507 

ANALISE MATEMATICA DAS FUNgOES CELULARES 509 

Redes reguladoras dependem de interagoes moleculares 509 

Equagoes diferenciais nos ajudam a predizer o comportamento 

transitorio 512 

A atividade do promotor e a degradagao proteica afetam a taxa de 

alteragao da concentragao proteica 513 

O tempo necessario para alcangar o estado estacionario depende do 

tempo de vida da protefna 514 

Os metodos quantitativos para repressores e ativadores da transcrigao 

saosimilares 514 

A retroalimentagao negativa e uma estrategia poderosa de regulagao 

celular 515 

A retroalimentagao negativa com retardo pode induzir oscilagoes 516 

A ligagao ao DNA por urn repressor ou urn ativador pode ser cooperativa 516 
A retroalimentagao positiva e importante para respostas 

"tudo ou nada" e biestabilidade 518 

A robustez e uma caracterfstica importante das redes biologicas 520 

Dois reguladores da transcrigao que se ligam ao mesmo promotor 

genico podem exercer controle combinatorio 520 

Uma interagao de estimulagao intermitente incoerente gera pulsos 521 

Uma interagao de estimulagao intermitente coerente detecta estimulos 
persistentes 522 

A mesma rede pode se comportar de formas diferentes em celulas 

diferentes devido aos efeitos estocasticos 523 

Varias abordagens computacionais podem ser usadas para modelar as 

reagoes nas celulas 524 

Metodos estatfsticos sao cruciais para a analise de dados biologicos 524 

Capitulo 9 Visualizacao de celulas 529 

VISUAUZAQAO DE CELULAS AO MICROSCOPIO OPTICO 529 

O microscopio optico pode resolver detalhes com distances de 0,2 |xm 530 
O ruido fotonico cria limites adicionais para resolugao quando os niveis 

de luz sao baixos 532 

As celulas vivas sao vistas claramente em urn microscopio de contraste 
de fase ou em urn microscopio de contraste de interferencia 
diferencial 533 

As imagens podem ser intensificadas e analisadas por tecnicas digitais 534 
Tecidos intactos normalmente sao fixados e cortados antes da 

microscopia 535 

As moleculas especificas podem ser localizadas nas celulas por 

microscopia de fluorescencia 536 

Os anticorpos podem ser utilizados para detectar moleculas especificas 539 
E possfvel obter imagens de objetos tridimensionais complexos com o 

microscopio optico 540 

O microscopio confocal produz secgoes opticas excluindo a luz fora de 

foco 540 

Proteinas individuals podem ser marcadas fluorescentemente nas 

celulas e nos organismos vivos 542 

A dinamica das proteinas pode ser acompanhada em celulas vivas 543 


Indicadores emissores de luz podem medir alteragoes rapidas nas 

concentragoes intracelulares de ions 546 

Moleculas individuals podem ser visualizadas com a microscopia de 

fluorescencia de reflexao total interna 547 

Moleculas individuals podem ser tocadas, visualizadas e movidas 

utilizando a microscopia de forga atomica 548 

Tecnicas de fluorescencia de super-resolugao podem ultrapassar a 

resolugao limitada por difragao 549 

A super-resolugao tambem pode ser obtida usando metodos de 

localizagao de moleculas individuals 551 

VISUALIZAgAO DE CELULAS E MOLECULAS AO 

MICROSCOPIO ELETRONICO 554 

O microscopio eletronico resolve os detalhes estruturais da celula 554 

Amostras biologicas exigem preparagao especial para microscopia 

eletronica 555 

Macromoleculas especificas podem ser localizadas por microscopia 

eletronica de imunolocalizagao com ouro 556 

Imagens diferentes de urn unico objeto podem ser combinadas para 

produzir reconstrugoes tridimensionais 557 

Imagens de superficies podem ser obtidas por microscopia eletronica 

de varredura 558 

A coloragao negativa e a microscopia crioeletronica permitem que as 

macromoleculas sejam visualizadas com alta resolugao 559 

Imagens multiplas podem ser combinadas para aumentar a resolugao 561 
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BICAMADA LIPIDICA 566 

Fosfoglicerideos, esfingolipideos e esterois sao os principals lipideos das 
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plasmaticas eucarioticas 575 

PROTEINAS DE MEMBRANA 576 

As proteinas de membrana podem se associar a bicamada lipidica de 

varias maneiras 576 

As ancoras lipidicas controlam a localizagao de algumas proteinas de 

sinalizagao na membrana 577 

A cadeia polipeptidica cruza a bicamada lipidica em uma conformagao 

de a-helice na maioria das proteinas transmembrana 579 

As a-helices transmembrana frequentemente interagem umas com as 

outras 580 

Alguns barris |3 formam grandes canais 580 

Muitas proteinas de membrana sao glicosiladas 582 

As proteinas de membrana podem ser solubilizadas e purificadas em 

detergentes 583 

A bacteriorrodopsina e uma bomba de protons (H + ) dirigida por luz que 
atravessa a bicamada lipidica como sete a-helices 586 

As proteinas de membrana frequentemente atuam como grandes 

complexos 588 

Muitas proteinas de membrana difundem-se no piano da membrana 588 
As celulas podem confinar proteinas e lipideos em domfnios especfficos 
em uma membrana 590 

O citoesqueleto cortical proporciona forga mecanica e restringe a 

difusao das proteinas de membrana 591 

As proteinas de curvatura da membrana deformam as bicamadas 593 

Capitulo 11 Transporte de membrana de 
pequenas moleculas e propriedades eletricas 
das membranas 597 

PRINCIPIOS DO TRANSPORTE DE MEMBRANA 597 

As bicamadas lipidicas livres de proteinas sao impermeaveis a ions 598 

Existem duas classes principals de proteinas de transporte de 

membrana: transportadoras e de canal 598 
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0 transporte ativo e mediado por proteinas transportadoras acopladas 
a uma fonte de energia 

PROTEINAS TRANSPORTADORAS E O TRANSPORTE 
ATIVO DE MEMBRANA 

0 transporte ativo pode ser dirigido por gradientes de concentragao de 
ions 

As proteinas transportadoras na membrana plasmatica regulam o pH 
citosolico 

Uma distribuigao assimetrica de proteinas transportadoras nas celulas 
epiteliais esta por tras do transporte transcelular de solutos 
Existem tres classes de bombas dirigidas por ATP 
Uma bomba ATPase tipo P bombeia Ca 2+ para o interior do retfculo 
sarcoplasmatico em celulas musculares 
A bomba de Na + -K + da membrana plasmatica estabelece gradientes de 
Na + e K + atraves da membrana plasmatica 
Os transportadores ABC constituem a maior famflia de proteinas de 
transporte de membrana 

PROTEINAS DE CANAL E AS PROPRIEDADES ELETRICAS DAS 
ME MB RAN AS 

As aquaporinas sao permeaveis a agua, mas impermeaveis a ions 
Os canais ionicos sao fon-seletivos e alternam entre os estados aberto e 
fechado 

0 potencial de membrana em celulas animais depende principalmente 
dos canais de escape de K + e do gradiente de K + atraves da 
membrana plasmatica 

0 potencial de repouso decai lentamente quando a bomba de Na + -K + e 
interrompida 

A estrutura tridimensional de urn canal de K + bacteriano mostra como 
um canal ionico pode funcionar 

Canais mecanossensfveis protegem as celulas de bacterias contra 
pressoes osmoticas extremas 

A fungao de uma celula nervosa depende de sua estrutura alongada 
Os canais de cation controlados por voltagem geram potenciais de 
agao em celulas eletricamente excitaveis 
0 uso de canal-rodopsinas revolucionou o estudo dos circuitos neurais 
A mielinizagao aumenta a velocidade e a eficacia da propagagao do 
potencial de agao em celulas nervosas 
0 registro de patch-clamp indica que os canais ionicos individuals 
abrem de maneira "tudo ou nada" 

Os canais de cation controlados por voltagem sao evolutiva e 
estruturalmente relacionados 

Diferentes tipos de neuronios apresentam propriedades de disparo 
caracterfsticas e estaveis 

Os canais ionicos controlados por transmissor convertem sinais 
qufmicos em sinais eletricos nas sinapses qufmicas 
As sinapses qufmicas podem ser excitatorias ou inibitorias 
Os receptores de acetilcolina na jungao neuromuscular sao canais de 
cation controlados por transmissores excitatorios 
Os neuronios contem muitos tipos de canais controlados por 
transmissores 

Muitos farmacos psicoativos atuam nas sinapses 
A transmissao neuromuscular envolve a ativagao sequencial de cinco 
conjuntos diferentes de canais ionicos 
Neuronios individuals sao dispositivos computacionais complexos 
A computagao neuronal requer uma combinagao de pelo menos tres 
tipos de canais de K + 

A potencializagao de longo prazo (LTP) no hipocampo de mamfferos 
depende da entrada de Ca 2+ pelos canais receptores NMDA 

Capitulo 12 Compartimentos intracelulares e 
endere^amento de proteinas 

COMPARTIMENTALIZAgAO DAS CELULAS 

Todas as celulas eucarioticas tern o mesmo conjunto basico de 
organelas envoltas por membranas 
A origem evolutiva pode ajudar a explicar a relagao topologica das 
organelas 

As proteinas podem mover-se entre os compartimentos de diferentes 
maneiras 

As sequencias-sinal e os receptores de enderegamento direcionam 
proteinas aos destinos celulares corretos 


A maioria das organelas nao pode ser construfda de novo : elas 

necessitam de informagoes presentes na propria organela 648 

TRANSPORTE DE MOLECULAS ENTRE O NUCLEO E O CITOSOL 649 

Os complexos do poro nuclear perfuram o envelope nuclear 649 

Sinais de localizagao nuclear direcionam as proteinas nucleares ao nucleo 650 
Os receptores de importagao nuclear ligam-se tanto a sinais de 

localizagao nuclear quanto a proteinas NPC 652 

A exportagao nuclear funciona como a importagao nuclear, mas de 

modo inverso 652 

A GTPase Ran impoe a direcionalidade no transporte atraves dos NPCs 653 
0 transporte atraves de NPCs pode ser regulado pelo controle do 

acesso a maquinaria de transporte 654 

Durante a mitose, o envelope nuclear e desmontado 656 

TRANSPORTE DE PROTEINAS PARA MITOCONDRIAS E 
CLOROPLASTOS 658 

A translocagao para dentro da mitocondria depende de sequencias- 

sinal e de translocadores de protefna 659 

As proteinas precursoras mitocondriais sao importadas como cadeias 

polipeptfdicas desenoveladas 660 

A hidrolise de ATP e um potencial de membrana dirigem a importagao 

de proteinas para o espago da matriz 661 

Bacterias e mitocondrias usam mecanismos similares para inserir 

porinas em suas membranas externas 662 

0 transporte para a membrana mitocondrial interna e para o espago 

intermembrana ocorre por meio de diversas vias 663 

Duas sequencias-sinal direcionam proteinas para a membrana tilacoide 

em cloroplastos 664 

PEROXISSOMOS 666 

Os peroxissomos utilizam oxigenio molecular e peroxido de hidrogenio 

para realizar reagoes oxidativas 666 

Uma sequencia-sinal curta direciona a importagao de proteinas aos 

peroxissomos 667 

RETICULO ENDOPLASMATICO 669 

0 RE e estrutural e funcionalmente diverso 670 

As sequencias-sinal foram descobertas primeiro em proteinas 

importadas para o RE rugoso 672 

Uma partfcula de reconhecimento de sinal (SRP) direciona a sequencia- 
sinal do RE para um receptor especffico na membrana do RE rugoso 673 
A cadeia polipeptfdica atravessa um canal aquoso no translocador 675 
A translocagao atraves da membrana do RE nem sempre necessita do 

alongamento da cadeia polipeptfdica em andamento 677 

Em proteinas transmembrana de passagem unica, somente uma 
sequencia-sinal interna do RE permanece na bicamada lipfdica 
como uma a-helice que atravessa a membrana 677 

As combinagoes de sinais de infcio e de parada da transference 
determinam a topologia das proteinas transmembrana de 
passagem multipla 679 

Proteinas ancoradas pela cauda sao integradas na membrana do RE por 
um mecanismo especial 682 

As cadeias polipeptfdicas transportadas enovelam-se e sao montadas 

no lumen do RE rugoso 682 

A maioria das proteinas sintetizadas no RE rugoso e glicosilada pela 

adigao de um oligossacarfdeo comum ligado ao N 683 

Os oligossacarfdeos sao utilizados como "rotulos" para marcar o 

estado de enovelamento da protefna 685 

As proteinas enoveladas inadequadamente sao exportadas do RE e 

degradadas no citosol 685 

As proteinas mal enoveladas no RE ativam uma resposta a protefna 

desenovelada 686 

Algumas proteinas de membrana adquirem uma ancora de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) ligada covalentemente 688 

A maioria das bicamadas lipfdicas e montada no RE 689 

Capitulo 13 Trafego intracelular de vesfculas 695 

MECANISMOS MOLECULARES DO TRANSPORTE DE MEMBRANA E 
MANUTENQAO DA DIVERSIDADE DE COMPARTIMENTOS 697 

Existem varios tipos de vesfculas revestidas 697 

A montagem do revestimento de clatrina direciona a formagao de 

vesfculas 697 
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Proteinas adaptadoras selecionam a carga para as vesfculas revestidas 

porclatrina 698 

Os fosfoinositfdeos marcam organelas e dominios de membrana 700 

Proteinas de curvatura da membrana ajudam a deformar a membrana 

durante a formagao da vesfcula 701 

Proteinas citoplasmaticas regulam a liberagao e a remogao do 

revestimento das vesfculas 701 

GTPases monomericas controlam a montagem do revestimento 703 

Nem todas as vesfculas de transporte sao esfericas 704 

As proteinas Rab guiam as vesfculas de transporte para suas 

membranas-alvo 705 

Cascatas de Rab podem alterar a identidade de uma organela 707 

SNAREs sao mediadoras da fusao de membranas 707 

SNAREs atuantes precisam ser afastadas antes que possam funcionar 

novamente 709 

TRANSPORTE DO RE ATRAVES DO APARELHO DE GOLGI 710 

Proteinas deixam o RE em vesfculas de transporte revestidas por COPII 711 
Apenas as proteinas que sao enoveladas e montadas adequadamente 

podem deixar o RE 712 

Agrupamentos tubulares de vesfculas sao mediadores do transporte do 
RE para o aparelho de Golgi 712 

A via de recuperagao para o RE utiliza sinais de selegao 713 

Muitas proteinas sao seletivamente retidas nos compartimentos onde 

atuam 714 

O aparelho de Golgi consiste em uma serie ordenada de compartimentos 715 
Cadeias de oligossacarfdeos sao processadas no aparelho de Golgi 716 
Os proteoglicanos sao montados no aparelho de Golgi 718 

Qual e o proposito da glicosilagao? 719 

O transporte atraves do aparelho de Golgi pode ocorrer pela 

maturagao das cisternas 720 

Proteinas da matriz do Golgi ajudam a organizar a pilha 721 

TRANSPORTE DA REDE TRANS DE GOLGI PARA OS 
LISOSSOMOS 722 

Os lisossomos sao os principals sftios de digestao intracelular 722 

Os lisossomos sao heterogeneos 723 

Os vacuolos de vegetais e de fungos sao lisossomos 

surpreendentemente versateis 724 

Multiplas vias entregam materials para os lisossomos 725 

A autofagia degrada proteinas e organelas indesejadas 726 

Urn receptor de manose-6-fosfato seleciona hidrolases lisossomicas na 

rede trans de Golgi 111 

Defeitos na GIcNAc-fosfotransferase causam uma doenga de deposito 

lisossomico em humanos 728 

Alguns lisossomos e corpos multivesiculares sofrem exocitose 729 

TRANSPORTE DA MEMBRANA PLASMATICA PARA DENTRO 
DA CELULA: ENDOCITOSE 730 

As vesfculas pinocfticas se formam a partir de fossas revestidas na 

membrana plasmatica 731 

Nem todas as vesfculas pinocfticas sao revestidas por clatrina 731 

As celulas utilizam endocitose mediada por receptores para importar 

macromoleculas extracelulares selecionadas 732 

Proteinas especfficas sao recuperadas dos endossomos primarios e 

devolvidas para a membrana plasmatica 734 

Receptores de sinalizagao na membrana plasmatica sao regulados 

negativamente pela degradagao nos lisossomos 735 

Endossomos primarios amadurecem ate endossomos tardios 735 

Os complexos proteicos ESCRT sao mediadores da formagao de 

vesfculas intraluminais nos corpos multivesiculares 736 

Endossomos de reciclagem regulam a composigao da membrana 

plasmatica 737 

Celulas fagocfticas especializadas podem ingerir grandes partfculas 738 

TRANSPORTE DA REDE TRANS DE GOLGI PARA O EXTERIOR DA 
CELULA: EXOCITOSE 741 

Muitas proteinas e lipfdeos sao automaticamente carregados da rede 

trans de Golgi (TGN) para a superffcie celular 741 

Vesfculas secretoras brotam da rede trans de Golgi 742 

Precursores de proteinas secretoras sao proteoliticamente processados 

durante a formagao das vesfculas secretoras 743 

As vesfculas secretoras esperam proximo a membrana plasmatica ate 

que sejam sinalizadas para liberar os seus conteudos 744 


Para a exocitose rapida, as vesfculas sinapticas sao aprontadas na 

membrana plasmatica pre-sinaptica 744 

Vesfculas sinapticas podem se formar diretamente a partir de vesfculas 

endocfticas 746 

Os componentes de membrana das vesfculas secretoras sao 

rapidamente removidos da membrana plasmatica 746 

Alguns eventos de exocitose regulada servem para aumentar a 

membrana plasmatica 748 

Celulas polarizadas direcionam proteinas da rede trans de Golgi para o 

domfnio apropriado da membrana plasmatica 748 

Capitulo 14 Conversao de energia: 
mitocondrias e cloroplastos 753 

MITOCONDRIA 755 

A mitocondria tern uma membrana externa e uma membrana interna 757 
As cristas da membrana interna contem a maquinaria para o transporte 
de eletrons e a sfntese de ATP 758 

O ciclo do acido cftrico na matriz produz NADH 758 

As mitocondrias tern muitos papeis essenciais no metabolismo celular 759 
Urn processo quimiosmotico acopla energia de oxidagao a produgao de 
ATP 761 

A energia derivada da oxidagao e armazenada como urn gradiente 

eletroqufmico 762 

BOMBAS DE PROTONS DA CADEIA TRANSPORTADORA DE 
ELETRONS 763 

O potencial redox e uma medida das afinidades eletronicas 763 

As transferences de eletrons liberam grandes quantidades de energia 764 
Ions metalicos de transigao e quinonas aceitam e liberam eletrons 

prontamente 764 

O NADH transfere seus eletrons para o oxigenio molecular por meio de 
grandes complexos enzimaticos embebidos na membrana interna 766 
O complexo da NADH-desidrogenase contem modulos separados para 

transporte de eletrons e bombeamento de protons 768 

A citocromo c redutase captura protons e os libera no lado oposto da 

membrana das cristas, desse modo bombeando protons 768 

O complexo da citocromo c oxidase bombeia protons e reduz 0 2 

usando urn centra ferro-cobre catalftico 770 

A cadeia respiratoria forma urn supercomplexo na membrana da crista 771 
Protons podem mover-se rapidamente ao longo de caminhos 

predefinidos 772 

PRODUQAO DE ATP NAS MITOCONDRIAS 773 

O alto valor negativo de AG para a hidrolise do ATP torna o ATP util 

para a celula 774 

A ATP-sintase e uma nanomaquina que produz ATP por catalise rotatoria 775 
Turbinas impulsionadas por protons sao de origem muito antiga 776 

As cristas mitocondriais ajudam a tornar a sfntese de ATP eficiente 778 

Proteinas transportadoras especiais trocam ATP e ADP atraves da 

membrana interna 778 

Mecanismos quimiosmoticos surgiram primeiro nas bacterias 779 

CLOROPLASTOS E FOTOSSINTESE 782 

Os cloroplastos assemelham-se as mitocondrias, mas possuem urn 

compartimento tilacoide separado 782 

Os cloroplastos capturam energia da luz solar e a utilizam para fixar 

carbono 782 

A fixagao de carbono usa ATP e NADPH para converter C0 2 em agucares 784 
Agucares gerados pela fixagao de carbono podem ser armazenados 

como amido ou consumidos para produzir ATP 785 

As membranas tilacoides dos cloroplastos contem os complexos 

proteicos necessarios para a fotossfntese e a geragao de ATP 785 

Complexos clorofila-protefna podem transferir energia excitatoria ou 

eletrons 786 

Urn fotossistema consiste em urn complexo antena e urn centra de 

reagao 788 

A membrana tilacoide contem dois fotossistemas diferentes 

trabalhando em serie 788 

O fotossistema II usa urn grupo do manganes para retirar os eletrons da 
agua 789 

O complexo citocromo b 6 -f conecta o fotossistema II ao fotossistema I 790 
O fotossistema I executa a segunda etapa de separagao de carga no 

esquema Z 791 
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A ATP-sintase de cloroplasto utiliza o gradiente de protons gerado 

pelas reagoes fotossintetizantes luminosas para produzir ATP 792 

Todos os centros de reagao fotossinteticos evoluiram a partir de um 

ancestral comum 793 

A forga proton-motriz para a produgao de ATP nas mitocondrias e nos 

cloroplastos e essencialmente a mesma 793 

Os mecanismos quimiosmoticos evoluiram em estagios 794 

Ao proporcionar uma fonte inesgotavel de forga redutora, as bacterias 

fotossintetizantes superaram um grande obstaculo na evolugao 795 

As cadeias transportadoras de eletrons fotossintetizantes das 
cianobacterias produziram o oxigenio atmosferico e permitiram 
novas formas de vida 796 

SISTEMAS GENETICOS DE MITOCONDRIAS E CLOROPLASTOS 798 

Os sistemas geneticos de mitocondrias e cloroplastos assemelham-se 

aqueles dos procariotos 800 
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A superficie do nosso planeta esta povoada por seres vivos - interessantes fabricas qui- 
micas, intrincadamente organizadas, que absorvem substancias de seus arredores e as 
utilizam como materias-primas para gerar copias de si mesmas. Esses organismos vivos 
parecem extraordinariamente diversos. O que poderia ser mais diferente do que um ti- 
gre e uma alga marinha, ou uma bacteria e uma arvore? No entanto, nossos ancestrais, 
sem conhecer nada de celulas ou de DNA, notaram que todos esses organismos tinham 
algo em comum. Esse algo eles chamaram de "vida” maravilharam-se com ela, tiveram 
dificuldade em defini-la e tentaram explicar o que ela era e como funcionava em relagao 
a materia nao viva. 

As descobertas do seculo passado nao diminuiram o encantamento, pelo contra- 
rio, mas removeram o misterio central em relagao a natureza da vida. Agora podemos ver 
que todos os seres vivos sao compostos por celulas: pequenas unidades, delimitadas por 
membrana, preenchidas com uma solugao aquosa concentrada de produtos quimicos e 
dotadas de extraordinaria habilidade de criar copias de si mesmas por meio de seu cres- 
cimento e, entao, da divisao em duas. 

Devido as celulas serem as unidades fundamentals da vida, e na biologia celular - 
o estudo da estrutura, fungao e comportamento das celulas - que devemos procurar por 
respostas as questoes sobre o que a vida e e como funciona. Com um entendimento mais 
profundo das celulas e de sua evolugao, podemos comegar a lidar com os grandes pro- 
blemas historicos da vida na Terra: suas origens misteriosas, sua diversidade fascinante 
e sua invasao de cada habitat concebivel. De fato, como enfatizado ha muito tempo pelo 
pioneiro em biologia celular E. B. Wilson, "a chave para cada problema biologico deve 
finalmente ser procurada na celula; para cada organismo vivo ha, ou houve em algum 
momento, uma celula'! 

Apesar de sua aparente diversidade, os seres vivos sao fundamentalmente pareci- 
dos no seu interior. Toda a biologia e, desse modo, um contraponto entre dois temas: a 
admiravel variedade em particularidades individuals e a admiravel constancia nos me- 
canismos fundamentais. Neste primeiro capitulo, comegaremos por destacar as carac- 
teristicas universais comuns a toda a vida em nosso planeta. Iremos, entao, examinar 
brevemente a diversidade das celulas. Veremos como, gragas ao codigo molecular co- 
mum, no qual as especificagoes de todos os organismos vivos estao escritas, e possivel 
ler, medir e decifrar essas especificagoes para nos ajudar a alcangar um entendimento 
coerente sobre todas as formas de vida, desde as menores ate as maiores. 
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2 PARTE I Introdugao a celula 



Figura 1-1 A informagao hereditaria 
na celula-ovo fertilizada determina a 
natureza de todo o organismo 
multicelular. Apesar das suas celulas 
iniciais parecerem superficialmente seme- 
Ihantes, como indicado: uma celula-ovo de 
ourigo-do-mar da origem a um ourigo-do- 
-mar (A e B). Uma celula-ovo de camun- 
dongo da origem a um camundongo (C e 
D). Uma celula-ovo da alga marinha Fucus 
origina uma alga marinha Fucus (E e F). 

(A, cortesia de David McClay; B, cortesia 
de M. Gibbs, Oxford Scientific Films; C, 
cortesia de Patricia Calarco, de G. Martin, 
Science 209:768-776, 1980. Com permis- 
sao de AAAS; D, cortesia de 0. Newman, 
Oxford Scientific Films; E e F, cortesia de 
Colin Brownlee.) 


CARACTERISTICAS UNIVERSAL DAS CELULAS NA TERRA 

Estima-se que atualmente existam mais de dez milhoes - talvez cem milhoes - de espe- 
cies vivas na Terra. Cada especie e diferente, e cada uma se reproduz fielmente, gerando 
uma progenie que pertence a mesma especie: o organismo parental transfere informa- 
goes especificando, em extraordinario detalhe, as caracteristicas que seus descendentes 
devem ter. Esse fenomeno da hereditariedade e parte central para a definigao da vida: 
ele diferencia a vida de outros processos, como o desenvolvimento de um cristal ou a 
queima de uma vela, ou a formagao de ondas na agua, nos quais sao geradas estruturas 
ordenadas, mas sem o mesmo tipo de ligagao entre as caracteristicas dos pais e as de seus 
descendentes. Como a chama da vela, o organismo vivo precisa consumir energia livre 
para criar e manter sua organizagao. Entretanto, a vida emprega essa energia para promo¬ 
ver um sistema altamente complexo de processos quimicos que sao especificados pela 
informagao hereditaria. 

A maioria dos organismos vivos e composta por celulas unicas. Outros, como nos, 
sao vastos complexos multicelulares, nos quais grupos de celulas realizam fungoes es- 
pecializadas e estao conectados por intrincados sistemas de comunicagao. Mas, mesmo 
para o agregado de mais de 10 13 celulas que formam um corpo humano, o organismo todo 
foi gerado a partir da divisao celular de uma unica celula. Uma unica celula, consequen- 
temente, e o veiculo para toda a informagao hereditaria que define cada especie (Figura 
1-1). Essa celula contem a maquinaria para obter materias-primas do ambiente e cons- 
truir, a partir delas, uma nova celula a sua propria imagem, completa, com a nova copia 
da sua informagao hereditaria. Cada uma dessas celulas e realmente incrivel. 

Todas as celulas armazenam sua informagao hereditaria no 
mesmo codigo quimico linear: o DNA 

Os computadores nos familiarizaram com o conceito de informagao enquanto quan- 
tidade mensuravel - 1 milhao de bytes (para registrar algumas centenas de paginas 
ou uma imagem de uma camera digital), 600 milhoes de bytes para uma musica em 
um CD, e assim por diante. Os computadores tambem nos deixaram bem cientes de 
que a mesma informagao pode ser registrada sob muitas formas fisicas diferentes: os 
discos e fitas que usamos 20 anos atras para nossos arquivos eletronicos se tornaram 
ilegiveis nos equipamentos modernos. As celulas vivas, como os computadores, arma- 
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zenam informagoes, e estima-se que venham evoluindo e diversificando-se por mais 
de 3,5 bilhoes de anos. Dificilmente esperariamos que todas elas armazenassem suas 
informagoes da mesma forma, ou que os arquivos de um tipo de celula pudessem ser 
lidos pelo sistema de processamento de outra celula. Contudo, e assim que acontece. 
Todas as celulas vivas da Terra armazenam suas informagoes hereditarias na forma de 
moleculas de DNA de fita dupla - longas cadeias polimericas pareadas nao ramifica- 
das, formadas sempre pelos mesmos quatro tipos de monomeros. Esses monomeros, 
compostos quimicos conhecidos como nucleotideos, sao nomeados a partir de um 
alfabeto de quatro letras - A, T, C e G - e estao ligados um ao outro em uma longa 
sequencia linear que codifica a informagao genetica, assim como as sequencias de Is e 
Os que codificam as informagoes em um arquivo de computador. Nos podemos pegar 
um pedago de DNA de uma celula humana e inseri-lo em uma bacteria, ou um pedago 
de DNA bacteriano e inseri-lo em uma celula humana, e as informagoes serao lidas, 
interpretadas e copiadas com sucesso. Usando metodos quimicos, os cientistas apren- 
deram como ler a sequencia completa dos monomeros em qualquer molecula de DNA 
- estendendo-se por muitos milhoes de nucleotideos - e, desse modo, decifrar toda a 
informagao hereditaria que cada organismo contem. 

Todas as celulas replicam sua informagao hereditaria por 
polimerizagao a partir de um molde 

Os mecanismos que tornam a vida possivel dependem da estrutura da fita dupla da mo¬ 
lecula de DNA. Cada monomero em uma cadeia simples de DNA - ou seja, cada nucleo- 
tideo - consiste em duas partes: um agucar (desoxirribose), com um grupo fosfato liga- 
do a ele, e uma base, que pode ser adenina (A), guanina (G), citosina (C) ou timina (T) 
(Figura 1-2). Cada agucar esta ligado ao proximo pelo grupo fosfato, criando uma cadeia 
de polimero composta por uma cadeia principal repetitiva de agucar e fosfato, com se¬ 
ries de bases projetando-se dela. O polimero de DNA se estende pela adigao de mono¬ 
meros em uma das extremidades. Para uma fita simples isolada, essas bases podem ser, 
em principio, adicionadas em qualquer ordem, pois cada uma se liga a proxima da mes¬ 
ma maneira, por meio da parte da molecula que e igual para todas elas. Na celula viva, 
entretanto, o DNA nao e sintetizado como uma fita livre isolada, mas a partir de um mol¬ 
de formado por uma fita de DNA preexistente. As bases que se projetam da fita existente 
ligam-se as bases da fita que estao sendo sintetizadas de acordo com uma regra rigorosa, 


Figura 1-2 O DNA e suas unidades funda¬ 
mental. (A) 0 DNA e formado a partir de su- 
bunidades simples, chamadas de nucleotideos, 
e cada uma consiste em uma molecula de 
agucar-fosfato com uma cadeia lateral nitro- 
genada, ou base, ligada a ela. As bases sao 
de quatro tipos (adenina, guanina, citosina e 
timina), correspondendo a quatro nucleotideos 
distintos nomeados A, G, C e T. (B) Uma cadeia 
simples de DNA consiste em nucleotideos 
conectados por ligagoes de agucar-fosfato. 
Observe que as unidades de agucar-fosfato 
sao assimetricas, dando a cadeia principal uma 
clara orientagao ou polaridade. Essa orientagao 
guia os processos moleculares pelos quais a in¬ 
formagao no DNA e interpretada e copiada nas 
celulas: a informagao e sempre "lida" em uma 
ordem consistente, exatamente como um texto 
em portugues e lido da esquerda para a direita. 
(C) Pela polimerizagao a partir de um molde, 
a sequencia de nucleotideos em uma fita de 
DNA existente controla a sequencia na qual os 
nucleotideos sao polimerizados em uma nova 
fita de DNA; o T em uma fita pareia com o A 
da outra, e o G de uma fita com o C da outra. 

A nova fita tern uma sequencia de nucleotideos 
complementar a fita molde, e uma cadeia 
principal com diregao oposta: correspondente 
ao GTAA... na fita original, ha o ...TTAC. (D) 
Uma molecula tfpica de DNA consiste em duas 
dessas fitas complementares. Os nucleotideos 
de cada fita sao unidos por ligagoes quimicas 
fortes (covalentes); os nucleotideos comple¬ 
mentares nas fitas opostas sao mantidos juntos 
de forma mais fraca, atraves de ligagoes de 
hidrogenio. (E) As duas fitas se torcem ao redor 
de si mesmas formando uma dupla-helice - 
uma estrutura robusta que pode acomodar 
qualquer sequencia de nucleotideos sem alterar 
sua estrutura basica (ver Animagao 4.1). 
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Figura 1-3 0 processo de copia da 
informagao genetica pela replicagao 

do DNA. Nesse processo, as duas fitas de 
uma dupla-helice de DNA sao separadas, 
e cada uma serve como um molde para a 
sfntese de uma nova fita complementar. 
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Figura 1-4 Do DNA a proteina. A informa¬ 
gao genetica e lida e executada em um proces¬ 
so de duas etapas. Primeiro, na transcrigao, os 
segmentos de uma sequencia de DNA sao usa- 
dos para guiar a sfntese de moleculas de RNA. 
Depois, na tradugao, as moleculas de RNA sao 
usadas para guiar a sfntese de moleculas de 
protefnas. 
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definida pelas estruturas complementares das bases: A liga-se a T, e C liga-se a G. Esse 
pareamento de bases mantem os novos monomeros no lugar e, desse modo, controla a 
selegao de qual dos quatro monomeros devera ser o proximo adicionado a fita crescente. 
Dessa forma, uma estrutura de fita dupla e criada, composta por duas sequencias exata- 
mente complementares de As, Cs, Ts e Gs. Essas duas fitas se torcem entre si formando 
um DNA dupla-helice (Figura 1-2E). 

As ligagoes entre os pares de bases sao fracas em comparagao as ligagoes agiicar- 
-fosfato, e isso permite que as duas fitas de DNA sejam separadas sem danificar suas 
cadeias principais. Cada fita pode, entao, servir de molde, pela maneira recem-descrita, 
para a smtese de uma nova fita de DNA complementar a si mesma - isto e, uma nova co- 
pia da informagao hereditaria (Figura 1-3). Em diferentes tipos de celulas, esse processo 
de replicagao de DNA ocorre com diferentes velocidades, com diferentes controles para 
inicia-lo ou interrompe-lo, e diferentes moleculas auxiliares para ajudar durante o pro¬ 
cesso. Contudo, os principios basicos sao universais: o DNA e o deposito das informa- 
goes para hereditariedade, e a polimerizagao a partir de um molde e a maneira pela qual 
essas informagoes sao copiadas em todo o mundo vivo. 

Todas as celulas transcrevem partes de sua informagao hereditaria 
em uma mesma forma intermediaria: o RNA 

Para cumprir sua fungao de armazenamento de informagao, o DNA deve fazer mais do 
que copiar a si mesmo. Ele tambem deve expressar sua informagao, permitindo que ela 
guie a smtese de outras moleculas na celula. Essa expressao ocorre atraves de um meca- 
nismo que e o mesmo em todos os organismos vivos, levando primeiro, e antes de tudo, 
a produgao de duas outras classes-chave de polimeros: RNAs e protefnas. O processo 
(discutido em detalhe nos Capftulos 6 e 7) inicia com uma polimerizagao a partir de um 
molde, chamada de transcrigao, na qual segmentos da sequencia de DNA sao usados 
como moldes para a smtese de moleculas menores desses polimeros, muito semelhan- 
tes, de acido ribonucleico, ou RNA. Depois, no processo mais complexo de tradugao, 
muitas dessas moleculas de RNA controlam a smtese de polimeros pertencentes a uma 
classe qufmica radicalmente diferente - as proteinas (Figura 1-4). 

No RNA, a cadeia principal e formada por um agucar ligeiramente diferente do 
agucar do DNA - a ribose em vez da desoxirribose -, e uma das quatro bases e ligeira¬ 
mente diferente - a uracila (U) no lugar da timina (T). Mas as outras tres bases - A, C e 
G - sao as mesmas, e todas as quatro bases pareiam com suas contrapartes complemen¬ 
tares no DNA - os A, U, C e G do RNA com os T, A, G e C do DNA. Durante a transcrigao, 
os monomeros de RNA sao alinhados e selecionados para a polimerizagao a partir de 
uma fita-molde de DNA, assim como os monomeros de DNA sao selecionados durante a 
replicagao. O resultado e uma molecula de polfmero cuja sequencia de nucleotideos re- 
presenta fielmente uma porgao da informagao genetica da celula, embora esteja escrita 
em um alfabeto ligeiramente diferente - que consiste em monomeros de RNA em vez de 
monomeros de DNA. 

O mesmo segmento de DNA pode ser utilizado repetidamente para guiar a smtese 
de muitas moleculas de RNA identicas. Assim, enquanto o arquivo de informagao geneti¬ 
ca da celula na forma de DNA e fixo e inviolavel, esses transcritos de RNA sao produzidos 
em massa e descartaveis (Figura 1-5). Como poderemos ver, esses transcritos funcionam 
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como intermediaries na transference da informagao genetica. Mais notavelmente, eles 
servem como moleculas de RNA mensageiro (mRNA) que guiam a smtese de protemas 
de acordo com as instrugoes geneticas armazenadas no DNA. 

As moleculas de RNA possuem estruturas distintas que tambem podem conferir- 
-lhes outras caracteristicas quimicas especializadas. Sendo de fita simples, sua cadeia 
principal e flexivel, podendo dobrar-se sobre si para permitir que uma parte da mole- 
cula forme ligagoes fracas com outra parte da mesma molecula. Isso acontece quando 
segmentos da sequencia sao localmente complementares: um segmento ...GGGG..., 
por exemplo, tendera a se associar a um segmento ...CCCC... Esses tipos de associagoes 
internas podem fazer uma cadeia de RNA se dobrar em uma forma especifica imposta 
por sua sequencia (Figura 1-6). A forma da molecula de RNA, por sua vez, pode habili- 
ta-la a reconhecer outras moleculas ao ligar-se a elas seletivamente, e ainda, em alguns 
casos, catalisar alteragoes quimicas nas moleculas que estao ligadas. De fato, algumas 
reagoes quimicas catalisadas por moleculas de RNA sao cruciais para muitos dos mais 
antigos e fundamentais processos nas celulas vivas, e foi sugerido que uma extensiva 
catalise por RNA desempenhou papel central nas etapas iniciais da evolugao da vida 
(discutido no Capitulo 6). 

Todas as celulas utilizam protefnas como catalisadores 

As moleculas de proteina, como as moleculas de DNA e de RNA, sao cadeias polimeri- 
cas longas nao ramificadas, formadas pela ligagao sequencial de unidades fundamentais 
monomericas oriundas de um conjunto-padrao, que e o mesmo para todas as celulas 
vivas. Como o DNA e o RNA, as protemas carregam informagoes em uma forma de se¬ 
quencia linear de simbolos, da mesma maneira que uma mensagem humana e escrita 
em um codigo alfabetico. Existem muitas moleculas diferentes de proteina em cada ce- 
lula, e - exceto pela agua - elas formam a maior parte da massa da celula. 



Figura 1-5 Como a informagao gene¬ 
tica e transmitida para uso no interior 
da celula. Cada celula contem um conjun- 
to fixo de moleculas de DNA, seu arquivo 
de informagao genetica. Um determinado 
segmento desse DNA guia a sfntese de 
varios transcritos de RNA identicos, que 
servem como copias de trabalho da infor- 
magao armazenada no arquivo. Muitos 
conjuntos diferentes de moleculas de RNA 
podem ser produzidos pela transcrigao de 
diferentes partes de sequences do DNA 
de uma celula, permitindo que diferentes 
tipos de celulas utilizem o mesmo arquivo 
de informagao de forma diferente. 


Figura 1-6 Conformagao de uma 
molecula de RNA. (A) 0 pareamento de 
nucleotfdeos entre diferentes regioes da 
mesma cadeia de polfmero de RNA leva 
a molecula a adotar uma forma distinta. 

(B) Estrutura tridimensional de uma mole¬ 
cula de RNA real produzida pelo virus da 
hepatite delta; este RNA pode catalisar a 
clivagem da fita de RNA. A faixa em azul 
representa a cadeia principal de agucar- 
-fosfato; as barras representam os pares 
de bases (ver Animagao 6.1). (B, baseada 
em A.R. Ferre-D'Amare, K. Zhou, e J.A. 
Doudna, Nature 395:567-574, 1998. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 1-7 Como uma molecula de proteina atua como catalisador de uma reagao quimica. (A) Em uma 

molecula de proteina, a cadeia polimerica dobra-se em uma forma especifica definida por sua sequencia de 
aminoacidos. Urn sulco na superficie desta molecula especifica dobrada, a enzima lisozima, forma urn sitio cata- 
litico. (B) Uma molecula de polissacarideo ( vermelho) - uma cadeia polimerica de monomeros de agucar- liga-se 
ao sitio catalftico da lisozima e e fragmentada, como resultado do rompimento da ligagao covalente catalisada 
pelos aminoacidos alinhados no sulco (Ver Animagao 3.9). (Codigo no PDB: 1 LYD.) 


Os monomeros de uma proteina, os aminoacidos, sao bem diferentes daqueles 
do DNA e RNA, e ha 20 tipos, em vez de 4. Cada aminoacido e constituido pela mesma 
estrutura basica, pela qual pode ser ligado, de forma padronizada, a qualquer outro ami¬ 
noacido; ligada a essa estrutura basica, existe um grupo lateral que atribui a cada amino¬ 
acido uma caracteristica quimica diferente. Cada uma das moleculas de proteina e um 
polipeptideo, criado pela ligagao de seus aminoacidos em uma sequencia especifica. 
Atraves de bilhoes de anos de evolugao, essa sequencia foi selecionada para conferir a 
proteina uma fungao util. Assim, por dobrar-se em uma forma tridimensional precisa 
com sitios reativos na sua superficie (Figura 1-7A), esses polfmeros de aminoacidos po- 
dem se ligar com alta especificidade a outras moleculas e podem agir como enzimas que 
catalisam as reagoes que formam ou rompem ligagoes covalentes. Dessa maneira eles 
realizam a grande maioria dos processos quimicos nas celulas (Figura 1-7B). 

As protemas tambem possuem muitas outras fungoes - manutengao de estruturas, 
geragao de movimentos, percepgao de sinais, entre outras -, cada molecula de proteina 
desempenhando uma fungao especifica de acordo com sua propria sequencia de ami¬ 
noacidos determinada geneticamente. As protemas sao, sobretudo, as principais mole¬ 
culas que colocam em agao a informagao genetica da celula. 

Assim, os polinucleotideos especificam a sequencia de aminoacidos das protemas. 
As protemas, por sua vez, catalisam diversas reagoes quimicas, incluindo aquelas pelas 
quais as novas moleculas de DNA sao sintetizadas. Do ponto de vista mais fundamen¬ 
tal, uma celula viva e uma colegao autorreplicadora de catalisadores que interiorizam 
alimentos, processam os alimentos para gerar as unidades fundamentais e a energia ne- 
cessaria para fazer mais catalisadores, e descarta os materiais que sobram como residuo. 
(Figura 1-8A). Um ciclo de retroalimentagao que conecta protemas e polinucleotideos 
forma a base para esse comportamento auto catalftico e autorreprodutor dos organismos 
vivos (Figura 1-8B). 


Todas as celulas traduzem o RNA em protefnas da mesma maneira 

A forma como a informagao no DNA determina a produgao de protemas era um completo 
misterio nos anos de 1950 quando a estrutura de fita dupla do DNA foi revelada pela pri- 
meira vez como a base da hereditariedade. Nos anos seguintes, no entanto, os cientistas 
descobriram os elegantes mecanismos envolvidos. A tradugao da informagao genetica, do 
alfabeto de quatro letras dos polinucleotideos, para as 20 letras do alfabeto das protemas 
e um processo complexo. As regras dessa tradugao, em alguns aspectos, parecem ser cla- 
ras e racionais, mas, em outros, parecem estranhamente arbitrarias, considerando-se que 
sao identicas (com poucas excegoes) em todos os organismos vivos. Acredita-se que essas 
caracterfsticas arbitrarias reflitam eventos aleatorios, que ocorreram no infcio da historia 
da vida. Eles resultam de propriedades aleatorias dos primeiros organismos, que foram 
passadas por hereditariedade, tornando-se tao profundamente enraizados na constituigao 
de todas as celulas vivas e que nao podem ser alterados sem efeitos desastrosos. 
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Figura 1-8 A vida como um processo 
autocatalftico. (A) A celula como um 
conjunto de catalisadores autorreplicantes. 
(B) Os polinucleotideos (acidos nuclei- 
cos DNA e RNA, que sao polfmeros de 
nucleotideos) fornecem a informagao 
da sequencia, enquanto as proteinas 
(polfmeros de aminoacidos) fornecem a 
maioria das fungoes catalfticas que servem 
- por meio de um conjunto complexo de 
reagoes qufmicas - para realizar a sfntese 
de mais polinucleotideos e proteinas dos 
mesmos tipos. 


Acontece que a informagao contida na sequencia de uma molecula de mRNA e 
lida em grupos de tres nucleotideos por vez: cada trinca de nucleotfdeo, ou codon , es- 
pecifica (codifica) um unico aminoacido na proteina correspondente. Uma vez que o 
numero de trincas diferentes que podem ser formadas a partir de quatro nucleotideos 
e 4 3 , ha 64 codons possiveis, todos os quais ocorrem na natureza. Entretanto, ha apenas 
20 aminoacidos de ocorrencia natural. Isso significa que ha, necessariamente, muitos 
casos nos quais varios codons correspondem ao mesmo aminoacido. Esse codigo ge- 
netico e lido por uma classe especial de pequenas moleculas de RNA, os RNAs trans- 
portadores (tRNAs ). Cada tipo de tRNA liga-se por uma extremidade a um aminoaci¬ 
do especifico, e em sua outra extremidade apresenta uma sequencia especifica de tres 
nucleotideos - um anticodon - que possibilita o reconhecimento, por pareamento de 
bases, de um codon ou um grupo de codons especificos no mRNA. A quimica intrinca- 
da que permite que esses tRNAs traduzam uma sequencia especifica de nucleotideos A, 
C, G e U de uma molecula de mRNA de uma sequencia especifica de aminoacidos em 
uma molecula de proteina ocorre no ribossomo, uma maquina multimolecular compos- 
ta por proteina e RNA ribossdmico. Todos esses processos estao descritos em detalhes 
no Capitulo 6. 

Cada proteina e codificada por um gene especifico 

Via de regra, as moleculas de DNA sao muito grandes, contendo as especificagoes para 
milhares de proteinas. Sequencias especiais no DNA servem como pontuagao, definindo 
onde a informagao para cada proteina comega e termina, e segmentos individuais da 
longa sequencia de DNA sao transcritos em moleculas de mRNA, codificando diferentes 
proteinas. Cada um desses segmentos de DNA representa um gene. Existe uma com- 
plexidade na qual as moleculas de RNA transcritas a partir de um mesmo segmento de 
DNA podem frequentemente ser processadas em mais de uma forma, originando, des- 
se modo, um grupo de versoes alternativas de uma proteina, especialmente em celulas 
mais complexas, como as de plantas e animais. Alem disso, alguns segmentos de DNA 
- um numero menor - sao transcritos em moleculas de RNA que nao sao traduzidas, mas 
tern fungoes catalfticas, reguladoras ou estruturais; tais segmentos de DNA tambem sao 
considerados genes. Um gene, portanto, e definido como um segmento da sequencia de 
DNA correspondente a uma unica proteina, ou grupo de variantes proteicas alternativas, 
ou uma unica molecula de RNA catalftica, reguladora ou estrutural. 

Em todas as celulas, a expressao de genes individuais e regulada: em vez de fabricar 
todo seu repertorio de possiveis proteinas a toda potencia, o tempo todo, a celula ajusta 
a taxa de transcrigao e de tradugao dos diferentes genes independentemente, de acordo 
com a necessidade. Segmentos de DNA regulador sao intercalados com os segmentos que 
codificam as proteinas, e essas regioes nao codificadoras ligam-se a moleculas especiais 
de proteinas que controlam a taxa local de transcrigao. A quantidade e a organizagao dos 
DNAs reguladores variam muito de uma classe de organismos para outra, mas a estra- 
tegia basica e universal. Dessa maneira, o genoma de uma celula - isto e, toda a sua in¬ 
formagao genetica contida em sua sequencia completa de DNA - prediz nao somente a 
natureza das proteinas da celula, mas tambem quando e onde elas devem ser produzidas. 
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A vida requer energia livre 

Uma celula viva e um sistema quimico dinamico operando distante do seu equilibrio qui- 
mico. Para uma celula crescer ou dar origem a uma nova celula a sua propria imagem, ela 
deve adquirir energia livre do ambiente, assim como materias-primas, para realizar as rea- 
goes sinteticas necessarias. Esse consumo de energia livre e fundamental para a vida. Quan- 
do este processo e interrompido, a celula declina para o equilibrio quimico e logo morre. 

A informagao genetica tambem e fundamental para a vida, e energia livre e ne¬ 
cessaria para a propagagao dessa informagao. Por exemplo, a especificagao de uma in¬ 
formagao - isto e, uma escolha de sim ou nao entre duas alternativas igualmente prova- 
veis - custa uma quantidade definida de energia livre que pode ser calculada. A relagao 
quantitativa envolve um entendimento arduo e depende de uma definigao precisa do 
termo “energia livre” como explicado no Capitulo 2. A ideia basica, entretanto, nao e di- 
ficil de se entender intuitivamente. 

Imagine as moleculas de uma celula como uma multidao de objetos dotados de 
energia termica, movendo-se violentamente ao acaso, sendo fustigados por colidirem 
uns com os outros. Para especificar a informagao genetica - na forma de uma sequencia 
de DNA, por exemplo as moleculas dessa multidao selvagem devem ser capturadas, 
dispostas em uma ordem definida por algum molde preexistente e unidas de maneira 
estavel. As ligagoes que mantem as moleculas em seu devido lugar no molde e as unem 
devem ser fortes o suficiente para resistir ao efeito de desordem da termodinamica. 
O processo e conduzido pelo consumo de energia livre que e necessaria para assegurar 
que as ligagoes corretas sejam formadas de forma robusta. No caso mais simples, as mo¬ 
leculas podem ser comparadas a uma armadilha de molas preparada, pronta para desar- 
mar, assumindo uma conformagao mais estavel e de menor energia quando encontra os 
seus parceiros apropriados; quando elas assumem a conformagao ligada, a sua energia 
dispomvel - sua energia livre -, assim como a energia na mola da armadilha, e liberada e 
dissipada como calor. Em uma celula, os processos quimicos que correspondem a trans¬ 
ference de informagao sao mais complexos, mas o mesmo principio basico e aplicado: a 
energia livre deve ser utilizada na criagao de ordem. 

Para replicar a sua informagao genetica de maneira fiel e realmente produzir todas 
as suas moleculas complexas de acordo com as especificagoes corretas, a celula requer, 
portanto, energia livre, que deve ser importada dos arredores de alguma maneira. Como 
veremos no Capitulo 2, a energia livre necessaria para as celulas animais e derivada de 
ligagoes quimicas das moleculas de alimento que os animais ingerem, enquanto as plan- 
tas obtem a sua energia livre da luz solar. 

Todas as celulas funcionam como fabricas bioqufmicas que 
utilizam as mesmas unidades moleculares fundamentals basicas 

Devido ao fato de todas as celulas fabricarem DNA, RNA e protemas, todas devem con- 
ter e manipular um conjunto semelhante de pequenas moleculas, incluindo agucares 
simples, nucleotideos e aminoacidos, assim como outras substancias que sao universal- 
mente necessarias. Todas as celulas, por exemplo, necessitam do nucleotideo fosforilado 
ATP (adenosina trifosfato), nao apenas como uma unidade fundamental para a smtese 
de DNA e RNA, mas tambem como carreador da energia livre necessaria para realizar 
um grande numero de reagoes quimicas na celula. 

Embora todas as celulas funcionem como fabricas bioquimicas de um tipo mui- 
to semelhante, muitos dos detalhes da sua transagao de moleculas pequenas diferem. 
Alguns organismos, como as plantas, necessitam apenas o mmimo de nutrientes e utili¬ 
zam a energia da luz solar para fabricar todas as suas proprias pequenas moleculas orga- 
nicas. Outros organismos, como os animais, alimentam-se de seres vivos e precisam obter 
muitas das suas moleculas organicas ja prontas. Retornaremos a este ponto mais tarde. 

Todas as celulas sao envoltas por uma membrana plasmatica 
atraves da qual os nutrientes e materials residuais devem passar 

Uma outra caracteristica universal e que cada celula esta envolta por uma membrana - a 
membrana plasmatica. Esse revestimento atua como uma barreira seletiva que possi- 
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Figura 1-9 Formagao de uma membrana por moleculas fosfolipidicas anfifilicas. Os fosfolipideos pos- 
suem uma cabega hidrofilica (afinidade por agua, fosfato) e uma cauda hidrofobica (evitam agua, hidrocarbone- 
to). Na interface entre o oleo e a agua, as moleculas se arranjam como uma camada simples com suas cabegas 
voltadas para a agua e suas caudas para o oleo. Mas, quando imersas em agua, elas se agregam em forma de 
bicamadas contendo compartimentos aquosos, como indicado. 

bilita que a celula concentre nutrientes adquiridos do seu meio e retenha os produtos 
que sintetiza para uso proprio, enquanto excreta produtos residuais. Sem a membrana 
plasmatica, a celula nao poderia manter sua integridade como um sistema quimico co- 
ordenado. 

As moleculas que formam uma membrana possuem a simples propriedade fisico- 
-quimica de serem anfifilicas - isto e, consistem em uma parte hidrofobica (insoluvel em 
agua) e outra parte que e hidrofilica (soluvel em agua). Tais moleculas colocadas na agua 
agregam-se espontaneamente, arranjando as suas porgoes hidrofobicas de forma a ficarem 
em contato uma com a outra o maximo possivel para protege-las da agua, enquanto man- 
tem a porgao hidrofilica exposta. As moleculas anfifilicas de formato apropriado, como as 
moleculas de fosfolipideos que compoem a maior parte da membrana plasmatica, agre¬ 
gam-se espontaneamente na agua para formar uma bicamada que forma pequenas vesi- 
culas fechadas (Figura 1-9). O fenomeno pode ser demonstrado em um tubo de ensaio 
simplesmente misturando-se fosfolipideos e agua; sob condigoes apropriadas, ocorre a for- 
magao de pequenas vesiculas, cujo conteudo aquoso e isolado do meio externo. 

Embora os detalhes quimicos variem, as caudas hidrofobicas das moleculas pre- 
dominantes nas membranas de todas as celulas sao polimeros de hidrocarbonetos 
(-CH 2 -CH 2 -CH 2 -), e a sua associagao espontanea em vesiculas formadas por bicamadas 
e apenas um dos muitos exemplos de um importante principio geral: as celulas produ- 
zem moleculas cujas propriedades quimicas as levam a se auto-organizarem em estru- 
turas de que as celulas precisam. 

O envoltorio da celula nao pode ser totalmente impermeavel. Se uma celula pre- 
cisa crescer e se reproduzir, ela deve ser capaz de importar materia-prima e exportar 
residuo atraves de sua membrana plasmatica. Por essa razao, todas as celulas possuem 
proteinas especializadas inseridas em sua membrana, que transportam moleculas espe- 
cificas de um lado a outro. Algumas dessas proteinas transportadoras de membrana, as- 
sim como algumas das proteinas que catalisam as reagoes fundamentals com pequenas 
moleculas no interior da celula, foram tao bem conservadas durante o curso da evolu- 
gao, que podemos reconhecer entre elas uma semelhanga familiar, mesmo em compara- 
goes com grupos de organismos vivos mais distantemente relacionados. 

As proteinas transportadoras na membrana determinam, principalmente, quais 
moleculas entram ou saem da celula, e as proteinas cataliticas no interior da celula deter¬ 
minam as reagoes que essas moleculas sofrem. Dessa maneira, especificando as proteinas 
que a celula produzira, a informagao genetica gravada na sequencia do DNA ditara to da 
a quimica da celula; e nao apenas a sua quimica, mas tambem sua forma e seu compor- 
tamento, pois esses dois sao principalmente determinados e controlados pelas proteinas 
celulares. 


Monocamada 


fosfolipidica 



Bicamada 

fosfolipidica 


Uma celula viva pode sobreviver com menos de 500 genes 

Os principios basicos da transmissao da informagao genetica sao bastante simples, mas 
o quanto sao complexas as celulas vivas reais? Em especial, quais sao os requisitos mini- 
mos? Podemos ter uma indicagao aproximada se considerarmos a especie que tern um 
dos menores genomas conhecidos - a bacteria Mycoplasma genitalium (Figura 1-10). 
Esse organismo vive como um parasita em mamiferos, e seu ambiente o supre de mui- 
tas de suas pequenas moleculas prontas para o uso. Todavia, ele ainda precisa sintetizar 
todas as moleculas grandes - DNA, RNA e proteinas - necessarias para os processos ba¬ 
sicos da hereditariedade. Esse organismo possui cerca de 530 genes, aproximadamente 
400 dos quais sao essenciais. O seu genoma, composto por 580.070 pares de nucleotideos, 
representa 145.018 bytes de informagao - praticamente o necessario para gravar o texto 
de um capitulo deste livro. A biologia celular pode ser complicada, mas nao e impossivel. 

Provavelmente, o numero minimo de genes para uma celula viavel no ambiente 
atual e de nao menos do que 300, embora existam apenas cerca de 60 genes no conjunto 
essencial que e compartilhado por todas as especies vivas. 
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Figura 1-10 Mycoplasma genitalium. 

(A) Micrografia eletronica de varredura 
mostrando a forma irregular desta pequena 
bacteria, refletindo a falta de qualquer parede 
celular rigida. (B) Corte transversal (micrografia 
eletronica de transmissao) de uma celula de 
Mycoplasma. Dos 530 genes de M. genitalium, 
43 codificam RNAs transportadores, ribossomi- 
cos e outros nao mensageiros. Sao conhecidas 
as fungoes, ou podem ser inferidas, para 339 
dos genes que codificam proteinas: destes, 154 
estao envolvidos na replicagao, na transcrigao, 
na tradugao e em processos relacionados 
envolvendo DNA, RNA e proteina; 98 nas 
estruturas de membrana e superficie celular; 

46 no transporte de nutrientes e outras mole- 
culas atraves da membrana; 71 na conversao 
de energia e na sintese e na degradagao de 
pequenas moleculas; e 12 na regulagao da 
divisao celular e outros processos. Observe que 
essas categorias sao parcialmente sobrepostas, 
de forma que alguns genes possuem multiplas 
fungoes. (A, de S. Razin et al.. Infect Immun. 
30:538-546, 1980. Com permissao da Socie- 
dade Americana de Microbiologia; B, cortesia 
de Roger Cole, em Medical Microbiology, 4~ ed. 
[ed. S. Baron]. Galveston: University of Texas 
Medical Branch, 1996.) 


Resumo 

A celula individual e a unidade autorreprodutora minima de materia viva e consiste em 
um conjunto de catalisadores autorreplicantes. A transmissao de informagao genetica 
para a progenie e essencial para a reprodugao. Todas as celulas em nosso planeta armaze- 
nam sua informagao genetica de uma mesma forma quimica - como DNA defita dupla. 
As celulas replicam sua informagao separando asfitas de DNA pareadas e usando cada 
uma como molde para polimerizagao para sintetizar uma nova fita de DNA com uma 
sequencia de nucleotideos complementares. A mesma estrategia de polimerizagao a partir 
de um molde e utilizada para transcrever porgoes da informagao do DNA em moleculas de 
um polimero muito semelhante, o RNA. Essas moleculas de RNA, por sua vez, guiam a 
sintese de moleculas de proteina atraves da maquinaria mais complexa de tradugao, en¬ 
volvendo uma grande maquina multimolecular, o ribossomo. As proteinas sao os princi¬ 
pals catalisadores para quase todas as reagoes quimicas na celula; suas outras fungoes 
incluem a importagao e exportagao seletiva de pequenas moleculas atraves da membrana 
plasmatica que forma o envoltorio celular. A fungao especifica de cada proteina depende 
de sua sequencia de aminoacidos, que e determinada pela sequencia de nucleotideos do 
segmento de DNA correspondente - o gene que codifica aquela proteina. Dessa forma, o 
genoma da celula determina a sua quimica; e a quimica de toda celula viva e essencial- 
mente semelhante, pois e responsavel pela sintese de DNA, RNA e proteina. A celula mais 
simples conhecida pode sobreviver com cerca de 400 genes. 

A DIVERSIDADE DOS GENOMAS E A ARVORE DA VIDA 

O sucesso dos organismos vivos baseado no DNA, RNA e proteina tem sido espetacular. 
A vida povoou os oceanos, cobriu a Terra, infiltrou-se na crosta terrestre e moldou a su¬ 
perficie de nosso planeta. A nossa atmosfera rica em oxigenio, os depositos de carvao e de 
petroleo, as camadas de minerio de ferro, as falesias de calcario e de marmore - todos sao 
produtos, direta ou indiretamente, de atividades biologicas passadas na Terra. 

Os seres vivos nao estao confinados ao familiar ambiente temperado das terras, 
das aguas e da luz solar habitado por plantas e por animais herbivoros. Eles podem ser 
encontrados nas profundezas mais escuras dos oceanos, na lama vulcanica quente, em 
piscinas abaixo da superficie congelada da Antartica e enterrados a quilometros de pro- 
fundidade na crosta terrestre. As criaturas que vivem nesses ambientes extremos nao 
sao familiares, nao somente por serem inacessiveis, mas tambem por geralmente serem 
microscopicas. Nos habitats mais amenos, a maioria dos organismos tambem e muito 
pequena para nos os vermos sem equipamento especial: eles tendem a passar desperce- 
bidos, a menos que causem uma doenga ou apodregam as madeiras das estruturas das 
nossas casas. Ainda assim, os microrganismos compoem a maior parte da massa total 
da materia viva em nosso planeta. Apenas recentemente, por meio de novos metodos 
de analise molecular e, de modo mais especifico, pela analise de sequencias de DNA, e 
que comegamos a ter um retrato da vida na Terra nao tao grosseiramente distorcido por 
nossa perspectiva influenciada de grandes animais vivendo em terras secas. 

Nesta segao, vamos considerar a diversidade dos organismos e as relagoes entre 
eles. Devido ao fato de a informagao genetica de todos os organismos ser escrita na lin- 
guagem universal de sequencias de DNA e de a sequencia de DNA de qualquer orga- 
nismo poder ser prontamente obtida por tecnicas bioquimicas padrao, agora e possivel 
caracterizar, catalogar e comparar qualquer grupo de organismos vivos a partir dessas 
sequencias. De tais comparagoes podemos estimar o lugar de cada organismo na arvore 
genealogica das especies vivas - a “arvore da vida" Mas antes de descrever o que essa 
abordagem revela, precisamos considerar as vias pelas quais as celulas, em diferentes 
ambientes, obtem a materia-prima e a energia de que necessitam para sobreviver e pro- 
liferar-se, e as maneiras pelas quais algumas classes de organismos dependem de outras 
para as suas necessidades quimicas basicas. 

As celulas podem ser alimentadas por variadas fontes de energia livre 

Os organismos vivos obtem sua energia livre de diferentes maneiras. Alguns, como os 
animais, os fungos e as muitas bacterias diferentes que vivem no intestino humano, ad- 
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quirem essa energia livre alimentando-se de outros organismos vivos ou dos compostos 
organicos que eles produzem; tais organismos sao chamados de organotroficos (da pa- 
lavra grega trophe, que significa "alimento”). Outros obtem sua energia diretamente do 
mundo nao vivo. Esses conversores primarios de energia ocorrem em duas classes: aque- 
les que capturam energia da luz solar e aqueles que capturam sua energia de sistemas 
quimicos inorganicos ricos em energia no ambiente (sistemas quimicos que estao longe 
do equilibrio quhnico). Os organismos da primeira classe sao chamados d e fototroficos 
(alimentam-se da luz solar); os da segunda sao chamados de litotroficos (alimentam-se 
de rochas). Os organismos organotroficos nao poderiam existir sem esses conversores 
primarios de energia, que sao a forma de vida mais abundante. 

Os organismos fototroficos incluem varios tipos de bacterias, assim como algas e 
plantas, dos quais nos - e praticamente todos os organismos vivos que normalmente ve- 
mos ao nosso redor - dependemos. Os organismos fototroficos mudaram toda a quimica 
de nosso ambiente: o oxigenio na atmosfera da Terra e um produto secundario de suas 
atividades biossinteticas. 

Os organismos litotroficos nao sao elementos tao obvios em nosso mundo, pois 
sao microscopicos e vivem principalmente em habitats que os humanos nao frequentam 
- nos abismos oceanicos, enterrados na crosta terrestre ou em varios outros ambientes 
inospitos. Contudo, eles constituem grande parte do mundo vivo e sao especialmente 
importantes em qualquer aspecto da historia da vida na Terra. 

Alguns litotroficos adquirem a energia de reagoes aerobicas, que usam oxigenio 
molecular do ambiente; uma vez que o 0 2 atmosferico e o produto final de muitos or¬ 
ganismos vivos, esses litotroficos aerobios estao, de certa maneira, alimentando-se de 
produtos de uma vida passada. Entretanto, ha outros litotroficos que vivem anaerobi- 
camente, em lugares onde pouco ou nenhum oxigenio molecular esta presente. Essas 
sao circunstancias semelhantes aquelas que existiram nos dias iniciais da vida na Terra, 
antes que o oxigenio se acumulasse. 

Os mais dramaticos desses lugares sao as quentes fendas hidrotermais no assoalho 
dos oceanos Pacifico e Atlantico. Elas estao localizadas onde o assoalho oceanico se ex- 
pande como novas porgoes da crosta da Terra que se formam por ressurgencia gradual 
da materia do interior da Terra (Figura 1-1 1). A agua do mar que se desloca para o fundo 
e aquecida e direcionada de volta a superficie como um geiser submarino, carregando 
junto uma corrente de compostos quimicos das rochas quentes que estao embaixo. Um 
coquetel tipico pode incluir H 2 S, H 2 , CO, Mn 2+ , Fe 2+ , Ni 2+ , CH 4 , NH 4 + e compostos conten- 
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Figura 1-11 A geologia de uma fenda 
hidrotermal quente no assoalho do 
oceano. Conforme indicado, a agua escoa 
para o fundo em diregao a rocha derretida 
que extravasa do interior da Terra e e aque¬ 
cida e enviada de volta a superficie, carre¬ 
gando minerais lixiviados da rocha quente. 
Um gradiente de temperatura e formado, 
de mais de 350 °C proximo do centra da 
fenda ate 2 a 3 °C no oceano circunvizi- 
nho. Os minerais precipitam da agua a 
medida que ela resfria, formando uma 
chamine. Diferentes classes de organismos, 
adaptados a diferentes temperaturas, vi¬ 
vem em locais diferentes da chamine. Uma 
chamine tipica pode ter poucos metros 
de altura, expelindo agua quente rica em 
minerais a um fluxo de 1 a 2 m 3 /s. 
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Figura 1-12 Organismos que vivem a 
uma profundidade de 2.500 metros 
proximo a uma fenda no assoalho oce- 
anico. Perto da fenda, a temperaturas de 
cerca de 120°C, vivem varias especies lito- 
troficas de bacterias e de arqueias (arque- 
obacterias), diretamente alimentadas por 
energia geoquimica. Um pouco afastados, 
onde a temperatura e mais baixa, varios 
animais invertebrados vivem alimentando- 
-se desses microrganismos. Os mais nota- 
veis sao estes vermes tubulares gigantes 
(2 m), Riftia pachyptila, que, ao inves de se 
alimentarem de celulas litotroficas, vivem 
em simbiose com elas: orgaos especiali- 
zados nesses vermes abrigam um grande 
numero de bacterias simbioticas oxidantes 
de enxofre. Essas bacterias utilizam ener¬ 
gia geoquimica e fornecem alimento a 
seus hospedeiros, que nao possuem boca, 
intestino ou anus. Acredita-se que os ver¬ 
mes tubulares tenham evoluido de animais 
mais convencionais e que adaptaram-se 
secundariamente a vida nas fendas hi- 
drotermais. (Cortesia de Monika Bright, 
University of Vienna, Austria.) 




I 

1 m 


do fosforo. Uma densa populagao de microbios vive nas vizinhangas das fendas, prospe- 
rando com essa rigida dieta e adquirindo energia livre das reagoes entre os compostos 
quimicos dispomveis. Outros organismos - moluscos, mexilhoes e vermes marinhos 
gigantes por sua vez, vivem dos microbios na fenda, formando todo um ecossistema 
analogo para o mundo das plantas e dos animais ao qual nos pertencemos, porem im- 
pulsionado por energia geoquimica, em vez de luz (Figura 1-12). 

Algumas celulas fixam nitrogenio e dioxido de carbono para outras 

Para formar uma celula viva e preciso materia, assim como energia livre. DNA, RNA e 
protema sao compostos por apenas seis elementos quimicos: hidrogenio, carbono, ni¬ 
trogenio, oxigenio, enxofre e fosforo. Estes sao abundantes no ambiente nao vivo, nas ro- 
chas, agua e atmosfera da Terra. Entretanto, eles nao estao presentes em formas quimicas 
que permitam facil incorporagao em moleculas biologicas. ON 2 eo C0 2 atmosfericos, 
em particular, sao extremamente nao reativos. Uma grande quantidade de energia livre e 
necessaria para conduzir as reagoes que utilizam essas moleculas inorganicas para pro- 
duzir os compostos organicos necessarios a biossmtese - isto e, para fixar nitrogenio e 
dioxido de carbono, tornando as moleculas de N e de C dispomveis para os organismos 
vivos. Muitos tipos de celulas vivas nao possuem a maquinaria bioquimica para realizar 
a fixagao; em vez disso, necessitam de outras classes de celulas para realizar essa tarefa 
por elas. Nos, animais, dependemos das plantas para nosso suprimento de compostos 
organicos de carbono e nitrogenio. As plantas, por sua vez, embora possam fixar o dioxi¬ 
do de carbono da atmosfera, nao possuem a habilidade de fixar o nitrogenio atmosferico; 
elas dependem, em parte, de bacterias fixadoras de nitrogenio para suprir sua necessida- 
de de compostos nitrogenados. As plantas da familia das ervilhas, por exemplo, abrigam 
bacterias simbioticas fixadoras de nitrogenio em nodulos de suas raizes. 

Como consequencia, as celulas vivas diferem muito em alguns dos aspectos mais 
basicos de sua bioquimica. Nao e surpresa que as celulas com necessidades e capaci- 
dades complementares tenham desenvolvido associagoes proximas. Algumas dessas 
associagoes, como veremos a seguir, evoluiram a tal ponto que os parceiros perderam 
completamente a sua identidade individual: eles uniram forgas para formar uma unica 
celula composta. 
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Celulas esfericas 
p. ex. f Streptococcus 


Celulas em forma 
de bastonete 
p. ex. f Escherichia coli. 
Vibrio cholerae 


As menores celulas 
p. ex. f Mycoplasma, 
Spiroplasma 


Celulas em espiral 

p. ex. f Treponema pallidum 


As celulas procarioticas exibem a maior diversidade bioqufmica 
existente 

Utilizando microscopia simples, ha muito tempo esta claro que os organismos vivos po- 
dem ser classificados em dois grupos com base na estrutura celular: os eucariotos e os 
procariotos. Os eucariotos mantem seu DNA em um compartimento intracelular envol- 
to por membrana, chamado nucleo. (O nome vem do grego e significa "realmente nucle- 
ado” das palavras eu, "bem” ou "verdadeiro” e lcaryon, "centra” ou "nucleo”.) Os procario¬ 
tos nao possuem um compartimento nuclear distinto para abrigar seu DNA. As plantas, 
os fungos e os animais sao eucariotos; as bacterias sao procariotos, assim como as ar- 
queias - uma classe separada de celulas procarioticas, discutida a seguir. 

A maioria das celulas procarioticas e pequena e simples na sua aparencia externa 
(Figura 1-13), e vivem principalmente como individuos independentes ou em comunida- 
des organizadas de forma livre, e nao como organismos multicelulares. Elas sao geralmente 
esfericas ou em forma de bastonete, e medem poucos micrometros em dimensao linear. 
Frequentemente apresentam uma capa protetora resistente, chamada de parede celular, 
abaixo da qual se encontra a membrana plasmatica envolvendo um unico compartimento 
citoplasmatico contendo DNA, RNA, protemas e as muitas moleculas pequenas necessarias 
a vida. Ao microscopio eletronico, o interior dessa celula se parece com uma matriz de tex- 
tura variavel, sem nenhuma estrutura interna organizada discermvel (Figura 1-14). 

As celulas procarioticas vivem em uma grande variedade de nichos e sao surpreen- 
dentemente variadas em suas capacidades bioquimicas - muito mais do que as celulas 
eucarioticas. As especies organotroficas podem utilizar praticamente qualquer tipo de 
molecula organica como alimento, de agucares e aminoacidos a hidrocarbonetos e gas 
metano. As especies fototroficas (Figura 1-15) captam energia luminosa de diferentes 
maneiras, algumas delas gerando oxigenio como produto secundario, outras nao. As es¬ 
pecies litotroficas podem alimentar-se de uma dieta simples de nutrientes inorganicos, 
adquirindo seu carbono do C0 2 e dependendo de H 2 S para suprir suas necessidades 
energeticas (Figura 1-16) - ou de H 2 , Fe 2+ ou enxofre, ou qualquer um entre outros com- 
postos quimicos que ocorram no ambiente. 

Figura 1-14 Estrutura de uma bacteria. (A) A bacteria Vibrio cholerae e sua organizagao interna sim¬ 
ples. Como muitas outras especies, Vibrio possui um apendice helicoidal em uma das extremidades - um 
flagelo - que gira como uma helice, impulsionando a celula para frente. Ela pode infectar o intestino 
delgado humano e causar colera; a diarreia grave que acompanha essa doenga mata mais de 100 mil 
pessoas por ano. (B) Uma micrografia eletronica mostrando um corte longitudinal da bacteria amplamen- 
te estudada Escherichia coli (£. coli). 0 DNA da celula e concentrado na regiao mais clara. Parte da nossa 
flora intestinal, a E. coli esta relacionada a Vibrio, e tern muitos flagelos distribuidos pela sua superficie, 
que nao sao visiveis neste corte. (B, cortesia de E. Kellenberger.) 

Membrana DNA Parede celular Flagelo 
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Figura 1-13 Formas e tamanhos de 
algumas bacterias. Apesar de a maioria 
ser pequena, como mostrado, medindo al- 
guns micrometros em uma extensao linear, 
tambem existem algumas especies gigan- 
tes. Um exemplo extremo (nao mostrado) 
e a bacteria em forma de charuto Epulo- 
piscium fishelsoni, que vive no intestino do 
peixe-cirurgiao e pode medir ate 600 pm 
de comprimento. 
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Figura 1-15 Bacteria fototrofica 
Anabaena cylindrica vista em 
microscopio optico. As celulas dessa 
especie formam longos filamentos multi- 
celulares. A maioria das celulas (marcada 
com V) realiza fotossfntese, enquanto 
outras se tornaram especializadas na fi- 
xagao do nitrogenio (marcada com H) ou 
se desenvolveram em esporos resistentes 
(marcado com S). 

(Cortesia de Dave G. Adams.) 
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Figura 1-16 Bacteria litotrofica. 


A Beggiatoa, que vive em ambientes sul- 
furosos, obtem sua energia da oxidagao 
de H 2 S, e pode fixar o carbono inclusive no 
escuro. Observe os depositos amarelos de 
enxofre no interior das celulas. (Cortesia 
de Ralph W. Wolfe.) 



Grande parte desse mundo de organismos microscopicos e praticamente inexplo- 
rado. Os metodos tradicionais de bacteriologia nos forneceram apenas o entendimento 
daquelas especies que podem ser isoladas e cultivadas em laboratorio. Mas as analises 
das sequencias de DNA de populates de bacterias e arqueias em amostras oriundas de 
ambientes naturais - como solo ou agua do mar, ou ate a boca humana - abriram nossos 
olhos para o fato de que a maioria das especies nao pode ser cultivada com tecnicas- 
-padrao de laboratorio. De acordo com uma estimativa, pelo menos 99% das especies 
procarioticas ainda nao foram caracterizadas. Detectadas apenas pelo seu DNA, ainda 
nao foi possivel cultivar a sua grande maioria nos laboratories. 

A arvore da vida possui tres ramos principals: bacterias, arqueias 
e eucariotos 

A classificagao dos seres vivos tern dependido tradicionalmente das comparagoes de 
suas aparencias externas: nos podemos ver que um peixe tern olhos, mandibula, esque- 
leto, cerebro e assim por diante, assim como os seres humanos, e que um verme nao 
apresenta essas estruturas, que uma roseira e parente de uma macieira, mas e menos 
similar a uma grammea. Como mostrado por Darwin, nos prontamente podemos in¬ 
terpretar tais semelhangas familiares proximas em termos de evolugao a partir de um 
ancestral comum, e tambem podemos encontrar vestigios de muitos desses ancestrais 
preservados no registro fossil. Dessa maneira, tornou-se possivel comegar a desenhar 
uma arvore genealogica dos seres vivos, mostrando as varias linhagens de descendentes, 
bem como os pontos de ramificagao na historia evolutiva, em que os ancestrais de um 
grupo de especies tornaram-se diferentes dos outros. 

Entretanto, quando as disparidades entre os organismos se tornam muito grandes, 
esses metodos comegam a falhar. Como decidimos se um fungo e parente mais proximo 
de uma planta ou de um animal? Quando se trata de procariotos, essa tarefa torna-se 
ainda mais dificil: um bastonete ou uma esfera microscopicos se parecem muito um com 
o outro. Os microbiologistas precisam, portanto, classificar os procariotos em termos de 
suas necessidades bioquimicas e nutricionais. No entanto, essa abordagem tambem 
possui suas armadilhas. Em meio a variedade confusa de comportamentos bioquimicos, 
e dificil saber quais diferengas realmente refletem as diferengas da historia evolutiva. 

As analises genomicas atuais nos proporcionaram uma maneira mais simples, 
direta e muito mais eficaz de determinar as relagoes evolutivas. A sequencia completa 
do DNA de um organismo define a sua natureza com precisao quase perfeita e com de- 
talhes minuciosos. Alem disso, essa especificagao esta em forma digital - uma serie de 
letras - que pode ser transferida diretamente para um computador e comparada a in¬ 
fo rmagao correspondente de qualquer outro organismo vivo. Como o DNA esta sujeito 
a mudangas aleatorias que se acumulam por um longo periodo de tempo (como vere- 
mos a seguir), o numero de diferengas entre as sequencias de DNA de dois organismos 
pode oferecer indicagao direta, objetiva e quantitativa da distancia evolutiva entre eles. 

Essa abordagem mostrou que os organismos que foram tradicionalmente classi- 
ficados com “bacterias” podem ser tao divergentes em suas origens evolutivas quanto 
qualquer procarioto e divergente de um eucarioto. Agora esta claro que os procariotos 
compreendem dois grupos distintos que divergiram cedo na historia da vida na Terra, 
antes dos eucariotos divergirem como um grupo separado. Os dois grupos de proca¬ 
riotos sao chamados de bacterias (ou eubacterias) e arqueias (ou arqueobacterias). 
Analises genomicas recentemente detalhadas revelaram que a primeira celula euca- 
riotica foi formada depois que um tipo especifico de celula arqueia ancestral engolfou 
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uma bacteria ancestral (ver Figura 12-3). Portanto, o mundo vivo de hoje e considera- 
do como consistindo em tres grandes grupos ou dominios: bacterias, arqueias e euca- 
riotos (Figura 1-17). 

As arqueias geralmente sao encontradas habitando ambientes que nos, humanos, 
evitamos, como pantanos, estagoes de tratamento de esgotos, profundezas oceanicas, 
salinas e fontes acidas quentes, apesar de elas tambem se distribuirem amplamente 
em ambientes menos extremos e mais familiares, de solos e lagos ao estomago de gado. 
Na aparencia externa nao sao facilmente distinguidas das bacterias. Em nivel molecular, 
as arqueias parecem mais semelhantes aos eucariotos em relagao a maquinaria de mani- 
pulagao da informagao genetica (replicagao, transcrigao e tradugao), entretanto sao mais 
semelhantes as bacterias em relagao ao metabolismo e a conversao de energia. Discuti- 
remos a seguir como isso pode ser explicado. 

Alguns genes evoluem de forma rapida; outros sao altamente 
conservados 

Tanto no armazenamento como na copia da informagao genetica, acidentes e erros alea- 
torios ocorrem, alterando a sequencia de nucleotideos - isto e, criando mutagoes. Con- 
sequentemente, quando uma celula se divide, suas duas celulas-filhas muitas vezes nao 
sao identicas umas as outras ou a celula parental. Em raras ocasioes, o erro pode repre- 
sentar uma mudanga para melhor; mais provavelmente, nao causara diferenga significa- 
tiva nas perspectivas da celula. No entanto, em muitos casos, o erro causara serio dano - 
por exemplo, rompendo a sequencia codificadora de uma protema-chave. As mudangas 
que ocorrem devido a erros do primeiro tipo tenderao a ser perpetuadas, pois a celula 
alterada tern probabilidade aumentada de se reproduzir. As mudangas ocorridas devido 
a erros do segundo tipo - mudangas seletivamente neutras - podem ser perpetuadas ou 
nao: na competigao por recursos limitados, e uma questao de sorte a celula alterada 
ou suas primas terem sucesso. Porem, as mudangas que causam serios danos nao levam 
a lugar nenhum: as celulas que sofrem tais mudangas morrem, nao deixando progenie. 
Por meio de interminaveis repetigoes desse ciclo de tentativas e erros - de mutagao e 
selegao natural - os organismos evoluem: suas especificagoes geneticas mudam, pro- 
porcionando a eles novas maneiras para explorar o ambiente de forma mais efetiva, para 
sobreviver em competigoes com outros e para se reproduzir com sucesso. 

Algumas partes do genoma mudarao com mais facilidade do que outras no curso 
da evolugao. Um segmento de DNA que nao codifica protemas e que nao tern papel regu- 
lador significativo esta livre para sofrer mudangas limitadas apenas pela frequencia alea- 
toria dos erros. Em contraste, um gene que codifica uma protema essencial altamente es- 
pecializada ou uma molecula de RNA nao pode se alterar com tanta facilidade: quando 
ocorrem erros, as celulas defeituosas sao quase sempre eliminadas. Os genes desse tipo 
sao, portanto, altamente conservados. Ao longo de 3,5 bilhoes de anos ou mais de historia 
evolutiva, muitas caracteristicas do genoma mudaram muito alem do reconhecimento, 
mas a maioria dos genes altamente conservados permanece perfeitamente reconhecivel 
em todas as especies vivas. 


Figura 1-17 As tres principals divisoes 
(dominios) do mundo vivo. Observe 
que o nome bacterias foi originalmente 
usado como referenda para os procariotos 
em geral, porem mais recentemente foi 
redefinido para referir-se as eubacterias 
especificamente. A arvore genealogica 
mostrada aqui esta baseada nas compa- 
ragoes da sequencia nucleotidica de uma 
das subunidades do RNA ribossomico 
(rRNA) em diferentes especies, e as dis¬ 
tances no diagrama representam uma 
estimativa do numero de mudangas evo- 
lutivas que ocorreram nesta molecula em 
cada linhagem (ver Figura 1-18). As partes 
da arvore evolutiva destacadas em cinza 
representam incertezas sobre detalhes 
do verdadeiro padrao de divergence das 
especies ao longo da evolugao: as compa- 
ragoes nas sequencias nucleotidicas ou de 
aminoacidos de outras moleculas que nao 
o rRNA, assim como outros argumentos, 
podem resultar em arvores genealogicas 
diferentes. Como indicado, agora se acre- 
dita que o nucleo da celula eucariotica 
tenha emergido de um sub-ramo dentro 
das arqueias, de forma que, no infcio, a 
arvore da vida tinha apenas dois ramos - 
bacterias e arqueias. 
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Methanococcus 
E. coli 
Humano 


Figura 1-18 Informagoes geneticas 
conservadas desde a existencia do 
ultimo ancestral comum a todos os 
seres vivos. Uma parte do gene do 
menor dos dois componentes principals 
do rRNA dos ribossomos e mostrada. 

(A molecula completa e de cerca de 
1.500 a 1.900 nucleotideos, dependendo 
da especie.) Segmentos correspondentes 
da sequencia de nucleotideos de uma 
arqueia (Methanococcus jannaschii), uma 
bacteria (Escherichia coli) e urn eucarioto 
(Homo sapiens) estao alinhados. Os sitios 
onde os nucleotideos sao identicos entre 
as especies estao indicados por uma linha 
vertical; a sequencia humana esta repetida 
embaixo do alinhamento, de maneira que 
as tres comparagoes podem ser vistas par 
a par. Urn ponto na metade da sequencia 
de E. coli denota uma posigao em que urn 
nucleotideo ou foi removido da linhagem 
bacteriana durante o curso da evolugao, 
ou inserido nas outras duas linhagens. 
Observe que as sequences desses tres 
organismos, representantes dos tres do- 
rnfnios do mundo vivo, ainda guardam 
semelhangas indiscutiveis. 


Os genes altamente conservados sao os unicos que devem ser examinados quando 
desejamos tragar as relagoes familiares entre os organismos relacionados mais distante- 
mente na arvore da vida. Os estudos iniciais que levaram a classificagao do mundo vivo 
em tres dommios - bacterias, arqueias e eucariotos - tern como base, sobretudo, a analise 
de um dos componentes do rRNA do ribossomo. Como o processo de tradugao do RNA 
em protema e fundamental a todos os organismos vivos, esse componente do ribossomo 
tern sido muito bem conservado desde o initio da historia da vida na Terra (Figura 1-18). 

A maioria das bacterias e das arqueias tern entre 1.000 e 6.000 
genes 

A selegao natural, em geral, favoreceu as celulas procarioticas capazes de se reproduzir 
com mais rapidez, captando materias-primas de seu ambiente e replicando-se de ma¬ 
neira mais eficiente, a uma taxa maxima permitida pelo suprimento alimentar disponi- 
vel. O tamanho pequeno implica uma alta razao entre a area superficial e o volume, fa- 
cilitando, dessa forma, a maximizagao da aquisigao de nutrientes atraves da membrana 
plasmatica, acelerando a taxa de reprodugao celular. 

Presumivelmente por essas razoes, a maioria das celulas procarioticas possui 
muito pouco material superfluo; os seus genomas sao pequenos, com genes localiza- 
dos muito proximos uns dos outros e com quantidades minimas de DNA regulador entre 
eles. O tamanho pequeno do genoma tornou facil usar tecnicas modernas de sequencia- 
mento de DNA para determinar sequencias genomicas completas. Atualmente, temos 
essa informagao para milhares de especies de bacterias e de arqueias, assim como de 
centenas de especies de eucariotos. A maioria dos genomas de bacterias e de arqueias 
content entre 10 6 e 10 7 pares de nucleotideos, codificando de 1.000 a 6.000 genes. 

Uma sequencia completa de DNA revela os genes que um organismo possui e 
aqueles que faltam. Quando comparamos os tres dommios dos organismos vivos, po- 
demos comegar a ver quais genes sao comuns a todos e que devem, portanto, ter esta- 
do presentes na celula que foi ancestral a todos os seres vivos atuais, e quais genes sao 
peculiares a um unico ramo da arvore da vida. Para explicar as descobertas, no entanto, 
devemos considerar mais atentamente como novos genes surgem e como os genomas 
evoluem. 


Novos genes sao gerados a partir de genes preexistentes 

A materia-prima para a evolugao e a sequencia de DNA existente: nao ha mecanismo 
natural para fabricar longas sequencias a partir de novas sequencias aleatorias. Nesse 
sentido, nenhum gene e totalmente novo. Entretanto, a inovagao pode ocorrer de varias 
maneiras (Figura 1-19): 

1. Mutagao intragenica : um gene existente pode ser modificado aleatoriamente por 
mudangas em sua sequencia de DNA, causadas por varios tipos de erros que ocor- 
rem principalmente durante o processo de replicagao do DNA. 

2. Duplicagao genica : um gene existente pode ser duplicado acidentalmente, criando 
um par de genes inicialmente identicos dentro de uma celula; esses dois genes 
podem, desse modo, divergir ao longo do curso da evolugao. 

3. Embaralhamento de segmento de DNA : dois ou mais genes existentes podem ser 
clivados e ligados novamente, formando um gene hibrido que consiste em seg¬ 
mentos de DNA que originalmente pertenceram a genes separados. 

4. Transferencia horizontal (intercelular ): uma porgao de DNA pode ser transferida 
do genoma de uma celula para o genoma de outra - ate mesmo para uma de outra 
especie. Esse processo contrasta com a habitual transferencia vertical de informa¬ 
gao genetica que ocorre dos pais a progenie. 
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Figura 1-19 Quatro modos de ino- 
vagao genetica e seus efeitos sobre 
a sequencia de DNA de um organis- 

mo. Uma forma especial de transference 
horizontal ocorre quando dois tipos dife- 
rentes de celulas iniciam uma associagao 
simbiotica permanente. Os genes de uma 
das celulas podem, entao, ser transferidos 
ao genoma da outra, como veremos a 
seguir na discussao sobre mitocondrias e 
cloroplastos. 


tjene A EMBARALHAMENTO 

DE SEGMENTO DE DNA 

• -- 

Gene B 


Organismo A 



Organismo B com o gene novo 


Cada um desses tipos de mudanga deixa um trago caracteristico na sequencia de 
DNA do organismo, e existe clara evidencia de que todos os quatro processos ocorreram 
com frequencia. Em capitulos posteriores, discutiremos os mecanismos basicos, mas, no 
momento, nos concentraremos nas consequencias. 

Duplicates genicas originam famflias de genes relacionados em 
uma unica celula 

Uma celula duplica todo seu genoma cada vez que se divide em duas celulas-filhas. 
Entretanto, acidentes ocasionalmente resultam em duplicagao inapropriada de apenas 
parte do genoma, com retengao de segmentos originais e duplicados em uma unica 
celula. Uma vez que um gene tenha sido duplicado dessa forma, uma das duas copias 
genicas estara livre para sofrer mutagoes e tornar-se especializada para realizar fun- 
goes diferentes dentro da mesma celula. Repetigoes desse processo de duplicagao e de 
divergencia, por muitos milhoes de anos, possibilitaram que um gene formasse fami- 
lias genicas que podem ser encontradas em um unico genoma. A analise da sequencia 
de DNA dos genomas procarioticos revela varios exemplos de tais familias genicas: 
na bacteria Bacillus subtilis, por exemplo, 47% dos genes possuem um ou mais genes 
relacionados obvios (Figura 1-20). 

Quando os genes duplicam e divergem dessa maneira, os individuos de uma es- 
pecie tornam-se dotados de multiplas variantes de um gene primordial. Esse processo 
evolutivo deve ser distinguido da divergencia genetica que ocorre quando uma especie 
de organismo se divide em duas linhas separadas de descendentes em um determinado 
ponto do ramo da arvore genealogica - quando a linhagem humana de ancestrais se tor- 
nou separada da linhagem dos chimpanzes, por exemplo. Ali os genes gradualmente se 
tornaram diferentes no curso da evolugao, mas provavelmente continuam a ter fungoes 
correspondentes nas duas especies irmas. Os genes que estao relacionados por descen- 
dencia dessa maneira - isto e, genes de duas especies diferentes que derivam do mesmo 
gene ancestral do ultimo ancestral comum dessas duas especies - sao denominados or- 
tologos. Os genes relacionados que resultaram de um evento de duplicagao genica em 
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Figura 1-20 Familias de genes relacio- 
nados evolutivamente no genoma de 
Bacillus subtilis. A maior famflia de genes 
dessa bacteria consiste em 77 genes que 
codificam variedades de transportadores 
ABC - uma classe de proteinas transporta- 
doras de membrana encontrada em todos 
os tres domfnios do mundo vivo. (Adap- 
tada de F. Kunst et al., Nature 390:249- 
256, 1997. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 


283 genes em familias com 
38-77 genes associados 


764 genes em familias com 
4-19 genes associados 


273 genes em familias com 
3 genes associados 



2.126 genes em familias 
sem genes associados 


568 genes em familias com 
2 genes associados 


um unico genoma - e que provavelmente divergiram na sua fungao - sao denominados 
paralogos. Os genes que estao relacionados por descendencia de alguma das duas ma- 
neiras sao chamados de homologos, um termo geral usado para abranger os dois tipos 
de relagao (Figura 1-21). 

Os genes podem ser transferidos entre organismos, tanto no 
laboratorio quanto na natureza 

Os procariotos fornecem bons exemplos da transference horizontal de genes de uma 
especie de celula para outra. Os sinais reveladores mais obvios sao sequencias reconhe- 
cidas como derivadas de virus, chamados bacteriofagos, que infectam bacterias (Figura 
1-22). Os virus sao pequenos pacotes de material genetico que evoluiram como parasi- 
tas na maquinaria reprodutiva e biossintetica das celulas hospedeiras. Embora eles pro- 
prios nao sejam celulas vivas, podem frequentemente servir como vetores para transfe¬ 
rencia genetica. Um virus ira replicar em uma celula, emergir dela com um envoltorio 
protetor e, entao, penetrara e infectara outra celula, que pode ser da mesma especie ou 
de especie diferente. Frequentemente, a celula infectada sera morta pela proliferagao 
massiva de particulas virais em seu interior; algumas vezes, contudo, o DNA viral, em 
vez de gerar diretamente essas particulas, podera persistir no seu hospedeiro por muitas 
geragoes celulares como um passageiro relativamente inocuo, tanto como um fragmen- 
to de DNA intracelular individualizado, conhecido como plasmideo, quanto como uma 
sequencia inserida no genoma habitual da celula. Nessas transferencias, os virus podem 
acidentalmente trazer fragmentos do DNA genomico de uma celula hospedeira e trans- 
porta-los para outra celula. Tais transferencias de material genetico sao muito comuns 
em procariotos. 

As transferencias horizontais de genes entre celulas eucarioticas de diferentes espe- 
cies sao muito raras, e nao parece que tenham tido papel significativo na evolugao eucari- 
otica (embora transferencias massivas de genomas bacterianos para eucarioticos tenham 
ocorrido na evolugao de mitocondrias e cloroplastos, como discutiremos a seguir). Em 
contrapartida, as transferencias horizontais de genes ocorrem mais frequentemente entre 


Figura 1-21 Genes paralogos e genes 
ortologos: os dois tipos de homologia 
de genes com base em caminhos 
evolutivos diferentes. (A) Ortologos. 

(B) Paralogos. 
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Figura 1-22 Transferencia viral de DNA 
para uma celula. (A) Micrografia eletroni- 
ca de partfculas de um virus bacteriano, o 
bacteriofago T4. A cabega do virus contem 
o DNA viral; a cauda contem o aparato 
para injetar o DNA em uma bacteria hos- 
pedeira. (B) Corte transversal de E. coli 
com um bacteriofago de T4 aderido a sua 
superffcie. Os grandes objetos escuros 
dentro da bacteria sao as novas partfculas 
de T4 durante a sua montagem. Quando 
eles estiverem maduros, a bacteria se rom- 
pera para libera-los. (C-E) Processo de inje- 
gao do DNA na bacteria, como visualizado 
por criomicroscopia eletronica de amostras 
congeladas e nao marcadas. (C) Infcio da 
ligagao. (D) Estado ligado durante a inje- 
gao de DNA. (E) A cabega do virus trans¬ 
fers todo o seu DNA para o interior da 
bacteria. (A, cortesia de James Paulson; B, 
cortesia de Jonathan King e Erika Hartwig 
de G. Karp, Cell and Molecular Biology, 2~ 
ed., Nova York: John Wiley & Sons, 1999. 
Com permissao de John Wiley & Sons; 

C-E, cortesia de Ian Molineux, University 
of Texas at Austin e Jun Liu, University of 
Texas Health Science Center, Houston.) 


diferentes especies de procariotos. Muitos procariotos tern uma notavel capacidade de 
captar ate mesmo moleculas de DNA nao viral de sua vizinhanga e, desse modo, capturar 
a informagao genetica que essas moleculas carregam. Dessa forma, ou pela transferen¬ 
cia mediada por virus, as bacterias e arqueias na natureza podem adquirir genes de suas 
celulas vizinhas de maneira relativamente facil. Os genes que conferem resistencia a um 
antibiotico ou capacidade de produzir uma toxina, por exemplo, podem ser transferidos 
de especie para especie, fornecendo a bacteria receptora uma vantagem seletiva. Desse 
modo, a evolugao de novas e, algumas vezes, perigosas linhagens de bacterias foi obser- 
vada em ecossistemas bacterianos em hospitais ou em diversos nichos do corpo humano. 
Por exemplo, a transferencia horizontal de gene e a responsavel pela propagagao, ao lon- 
go dos ultimos 40 anos, de linhagens resistentes a penicilina de Neisseria gonorrhoeae, a 
bacteria que causa gonorreia. Em uma escala de tempo mais longa, os resultados podem 
ser ainda mais profundos: estima-se que pelo menos 18% de todos os genes presentes no 
genoma atual de E. coli tenham sido adquiridos por transferencia horizontal de outras 
especies, nos ultimos cem milhoes de anos. 

O sexo resulta em trocas horizontais da informagao genetica em 
uma mesma especie 

A transferencia horizontal de genes entre procariotos possui paralelo em um fenomeno 
familiar a todos nos: o sexo. Alem da usual transferencia vertical do material genetico 
dos pais a progenie, a reprodugao sexual promove uma transferencia horizontal de in¬ 
formagao genetica em grande escala entre duas linhagens celulares inicialmente distin- 
tas - as do pai e as da mae. Uma caracteristica-chave do sexo, obviamente, e que a troca 
genetica normalmente ocorre somente entre individuos da mesma especie. Nao importa 
se ocorre dentro de uma especie ou entre especies, a transferencia horizontal de genes 
deixa uma marca caracteristica: ela resulta em individuos que estao mais relacionados a 
um conjunto de parentes, no que diz respeito a alguns genes, e mais relacionados a outro 
conjunto de parentes para outros genes. Comparando-se as sequencias de DNA de geno- 
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mas humanos individuals, um visitante inteligente de outro planeta poderia deduzir que 
os humanos se reproduzem de forma sexuada, mesmo se ele nao soubesse nada sobre o 
comportamento humano. 

A reprodugao sexual e comum (embora nao universal), em especial entre os euca- 
riotos. Ate mesmo as bacterias realizam, de tempos em tempos, trocas sexuais controla- 
das de DNA com outros membros de sua propria especie. A selegao natural claramente 
favoreceu os organismos que podem se reproduzir de forma sexuada, embora os teoricos 
evolutivos ainda discutam qual seria essa vantagem seletiva. 

A fungao de um gene frequentemente pode ser deduzida a partir 
de sua sequencia 

As relagoes familiares entre os genes sao importantes nao apenas pelo seu interesse his- 
torico, mas tambem porque simplificam a tarefa de decifrar as fungoes genicas. Uma vez 
que a sequencia de um gene recem-descoberto tenha sido determinada, um cientista 
pode, utilizando um computador, pesquisar por genes relacionados no banco de dados 
inteiro de sequencias genicas conhecidas. Em muitos casos, a fungao de um ou mais des¬ 
ses homologos ja tera sido determinada experimentalmente. Como a sequencia do gene 
determina a sua fungao, pode-se frequentemente fazer um bom palpite sobre a fungao 
do novo gene: e provavel que seja semelhante a dos homologos ja conhecidos. 

Desse modo, e possivel decifrar grande parte da biologia de um organismo sim- 
plesmente analisando a sequencia de DNA do seu genoma e usando as informagoes que 
ja temos sobre as fungoes dos genes em outros organismos que foram mais intensamen- 
te estudados. 

Mais de 200 familias de genes sao comuns a todos os tres ramos 
primarios da arvore da vida 

Dada a sequencia genica completa de organismos representatives de todos os tres do- 
minios - arqueias, bacterias e eucariotos -, podemos pesquisar de forma sistematica as 
homologias que se estendem por essa enorme divisao evolutiva. Dessa forma, podemos 
comegar a fazer um levantamento da heranga comum de todos os seres vivos. Existem 
dificuldades consideraveis nessa iniciativa. Por exemplo, especies individuals com fre- 
quencia perderam alguns dos genes ancestrais; outros genes provavelmente foram ad- 
quiridos por transference horizontal de outras especies e, portanto, nao sao verdadei- 
ramente ancestrais, mesmo que compartilhados. De fato, as comparagoes de genomas 
sugerem fortemente que tanto a perda de genes de linhagens especificas quanto a trans¬ 
ferencia horizontal de genes, em alguns casos entre especies evolutivamente distantes, 
tern sido os principais fatores da evolugao, pelo menos entre os procariotos. Finalmente, 
no curso de 2 ou 3 bilhoes de anos, alguns genes que inicialmente eram compartilhados 
terao mudado de forma irreconhecivel por meio de mutagoes. 

Devido a todos esses caprichos do processo evolutivo, parece que somente uma 
pequena proporgao de familias genicas ancestrais manteve-se universalmente reconhe- 
cfvel. Assim, das 4.873 familias genicas codificadoras de proteinas definidas por com- 
paragao dos genomas de 50 bacterias, 13 arqueias e 3 eucariotos unicelulares, somente 
63 sao verdadeiramente ubiquas (ou seja, representadas em todos os genomas analisa- 
dos). A grande maioria dessas familias universais inclui componentes dos sistemas de 
tradugao e de transcrigao. Nao e provavel que isso seja uma aproximagao realista de um 
conjunto genetico ancestral. Uma ideia melhor - embora ainda nao concluida - desse 
conjunto genetico ancestral pode ser obtida comparando-se as familias de genes que 
possuem representantes em miiltiplas especies (mas nao necessariamente em todas) 
dos tres principais dommios. Tal analise revela 264 familias ancestrais conservadas. 
A cada familia pode ser atribuida uma fungao (pelo menos em termos de atividade bio- 
quimica geral, mas geralmente com mais precisao). Como mostrado na Tabela 1-1, o 
maior numero de familias de genes compartilhados e dos envolvidos na tradugao e no 
metabolismo e transporte de aminoacidos. Entretanto, esse conjunto de familias de ge¬ 
nes altamente conservados representa somente um esbogo muito grosseiro da heranga 
comum de toda a vida moderna. Espera-se que uma reconstrugao mais precisa do com- 
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Q O numero de familias genicas, classificadas por fungao, comuns a todos os tres dominios do 

mundo vivo 

Processamento de informagao 

Metabolismo 

Tradugao 

63 

Produgao e conversao de energia 

19 

Transcrigao 

7 

Transporte e metabolismo de carboidratos 

16 

Replicagao, recombinagao e reparo 

13 

Transporte e metabolismo de aminoacidos 

43 

Processos celulares e sinalizacao 

Transporte e metabolismo de nucleotideos 

15 

Controle do ciclo celular, mitose e meiose 

2 

Transporte e metabolismo de coenzimas 

22 

Mecanismos de defesa 

3 

Transporte e metabolismo de lipfdeos 

9 

Mecanismos de transdugao de sinais 

1 

Transporte e metabolismo de ions 
inorganicos 

8 

Biogenese de membrana/parede celular 

2 

Biossfntese, transporte e catabolismo de 
metabolitos secundarios 

5 

Transpose e secregao intracelular 

4 

Pouco caracterizadas 

Modificagoes pos-traducionais, turnover 
proteico, chaperonas 

8 

Fungao bioquimica geral predita; papel 
biologico especifico desconhecido 

24 


Para o proposito desta analise, as famflias genicas sao definidas como "universais" se elas estao representadas no genoma de pelo menos duas 
arqueias diferentes ( Archaeoglobus fulgidus e Aeropyrum pernix), duas bacterias evolutivamente distantes ( Escherichia coli e Bacillus subtilis) e um 
eucarioto ( Saccharomyces cerevisiae, levedura). (Dados de R.L. Tatusov, E.V. Koonin e D.J. Lipman, Science 278:631-637, 1997; R.L. Tatusov et al., 
BMC Bioinformatics 4:41, 2003; e o banco de dados COGs na Biblioteca Nacional de Medicina dos EUA.) 


plemento genetico do ultimo ancestral universal comum se torne viavel com sequencia- 
mento genomico adicional e formas de analises comparativas mais sofisticadas. 

As mutagoes revelam as fungoes dos genes 

Sem informagoes adicionais, nenhuma contemplagao das sequencias genomicas reve- 
lara as fungoes dos genes. Podemos reconhecer que um gene B e parecido com um gene 
A, mas, em primeiro lugar, como descobrimos a fungao do gene A? E mesmo que sou- 
bessemos a fungao do gene A, como testar se a fungao do gene B e realmente a mesma 
sugerida pela similaridade de sequencia? Como conectamos o mundo da informagao 
genetica abstrata com o mundo dos organismos vivos reais? 

A analise das fungoes genicas depende de duas abordagens complementares: a 
genetica e a bioquimica. A genetica comega com o estudo de mutantes: nos encontra- 
mos ou produzimos um organismo no qual um gene e alterado e entao examinamos 
os efeitos sobre a estrutura e o desempenho do organismo (Figura 1-23). A bioquimica 
analisa mais diretamente as fungoes de moleculas: nos extraimos moleculas de um or¬ 
ganismo e entao estudamos suas atividades quimicas. Combinando a genetica e a bio¬ 
quimica, e possivel encontrar as moleculas cuja produgao depende de um determinado 
gene. Ao mesmo tempo, estudos detalhados do desempenho do organismo mutante nos 
mostram qual papel essas moleculas desempenham no funcionamento do organismo 
como um todo. Assim, a genetica e a bioquimica, usadas em combinagao com a biologia 
celular, proporcionam a melhor maneira de relacionar genes e moleculas a estrutura e a 
fungao de um organismo. 

Nos ultimos anos, a informagao sobre sequencias de DNA e as eficientes ferramen- 
tas da biologia molecular tiveram grande progresso. A partir de comparagoes de sequen¬ 
cias, frequentemente podemos identificar sub-regioes especificas em um gene que fo- 
ram preservadas quase inalteradas no curso da evolugao. Essas sub-regioes conservadas 
provavelmente sao as partes mais importantes do gene em termos de fungao. Podemos 
testar suas contribuigoes individuais a atividade do produto genico, criando mutagoes, 
em laboratorio, de sitios especificos no gene, ou construindo genes hibridos artificiais 
que combinam parte de um gene com parte de um outro. Os organismos podem ser 
manipulados para sintetizar tanto o RNA quanto a protema especificada pelo gene em 
grandes quantidades para facilitar as analises bioquimicas. Os especialistas em estrutura 
molecular podem determinar a conformagao tridimensional do produto genico, reve- 
lando a posigao exata de cada atomo na molecula. Os bioquimicos podem determinar 
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Figura 1-23 Um fenotipo mutante refle- 
tindo a fungao de um gene. Uma levedura 
normal (da especie Schizosaccharomices pom- 
be) e comparada a uma mutante na qual uma 
mudanga em um unico gene converteu a celula 
de formato de charuto (a esquerda) para forma 
de T (a direita). 0 gene mutante, portanto, 
tern fungao no controle da forma da celula. 

Mas como, em termos moleculares, o produto 
desse gene desempenha essa fungao? Essa e 
uma pergunta mais diffcil, e requer analises 
bioquimicas para ser respondida. (Cortesia de 
Kenneth Sawin e Paul Nurse.) 
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como cada uma das partes da molecula determinada geneticamente contribui para seu 
comportamento quimico. Os biologos celulares podem analisar o comportamento das 
celulas que sao manipuladas para expressar uma versao mutante do gene. 

Nao ha, entretanto, uma receita simples para se descobrir a fungao de um gene, 
e nem criterio universal simples para descreve-la. Nos podemos descobrir, por exem- 
plo, que o produto de determinado gene catalisa uma certa reagao quimica, e mesmo 
assim nao termos ideia de como ou por que tal reagao e importante para o organismo. 
A caracterizagao funcional de cada nova familia de produtos genicos, diferentemente 
da descrigao das sequencias genicas, apresenta um novo desafio para a criatividade dos 
biologos. Alem disso, nunca entenderemos completamente a fungao de um gene ate que 
aprendamos seu papel na vida do organismo como um todo. Para estabelecer de forma 
definitiva o sentido da fungao genica, portanto, temos que estudar todo o organismo, nao 
somente moleculas ou celulas. 

A biologia molecular iniciou com as suas atengoes 
voltadas a E. coli 

Como os organismos vivos sao muito complexos, quanto mais aprendemos sobre qual- 
quer especie em particular, mais atrativa ela se torna como objeto de estudos adicio- 
nais. Cada descoberta levanta novas questoes e fornece novas ferramentas com as quais 
podemos abordar questoes gerais no contexto do organismo escolhido. Por essa razao, 
grandes comunidades de biologos tern se dedicado a estudar diferentes aspectos do 
mesmo organismo-modelo. 

No principio da biologia molecular, as atengoes foram dedicadas intensamente a 
apenas uma especie: a bacteria Escherichia coli , ou E. coli , (ver Figuras 1-13 e 1-14). Essa 
pequena celula bacteriana em forma de bastao normalmente vive no intestino de huma- 
nos e de outros vertebrados, mas ela facilmente pode ser cultivada em um meio simples 
de nutrientes em um frasco de cultura. Ela se adapta a condigoes quimicas variaveis e 
se reproduz de forma rapida, podendo evoluir por meio de mutagao e de selegao a uma 
velocidade extraordinaria. Como em outras bacterias, diferentes linhagens de E. coli , 
embora classificadas como membros de uma mesma especie, diferem-se geneticamente 
em um grau muito maior do que variedades diferentes de organismos que se reprodu- 
zem de forma sexuada, como plantas ou animais. Uma linhagem de E. coli pode possuir 
centenas de genes que estao ausentes em outra, e as duas linhagens podem ter apenas 
50% de seus genes em comum. A cepa-padrao de laboratorio E. coli K-12 tern um geno- 
ma de aproximadamente 4,6 milhoes de pares de nucleotideos contidos em uma uni- 
ca molecula de DNA circular que codifica cerca de 4.300 tipos diferentes de protemas 
(Figura 1-24). 

Em termos moleculares, sabemos mais sobre a E. coli do que sobre qualquer outro 
organismo vivo. Grande parte do que entendemos sobre os mecanismos fundamentais 
da vida - por exemplo, como as celulas replicam o seu DNA, ou como elas decodificam 
as instrugoes representadas no DNA para controlar a smtese de protemas especificas - 
veio, inicialmente, de estudos com E. coli. Os mecanismos geneticos basicos foram al- 
tamente conservados ao longo da evolugao: esses mecanismos sao essencialmente os 
mesmos em nossas proprias celulas assim como na E. coli. 

Resumo 

Os procariotos (celulas sem um nucleo distinto) sao os organismos bioquimicamente mais 
diversos, incluindo especies que podem obter toda a sua energia e os seus nutrientes defon- 
tes quimicas inorganicas, como misturas reativas de minerais liberados emfendas hidro- 
termais no fundo do mar - o tipo de dieta que pode ter nutrido as primeiras celulas vivas 
ha 3,5 bilhoes de anos. Comparagoes de sequencias de DNA revelam o relacionamento 
familiar de organismos vivos e mostram que os procariotos se dividem em dois grupos que 
divergiram cedo no cur so da evolugao: as bacterias (eubacterias) e as arqueias. Juntamen- 
te com os eucariotos (celulas com um nucleo envolvido por membrana), constituem os tres 
ramos principals da arvore da vida. 
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Figura 1-24 O genoma da E. coli. (A) Um grupo de celulas de E. coli. (B) Um diagrama do genoma de E. 
coli linhagem K-12. 0 diagrama e circular porque o DNA de E. coli, como o de outros procariotos, forma um 
unico cfrculo fechado. Os genes codificadores de protefnas sao mostrados como barras amarelas ou laranjas, 
dependendo da fita de DNA a partir da qual sao transcritos; os genes que codificam somente moleculas 
de RNA sao indicados com setas verdes. Alguns genes sao transcritos a partir de uma das fitas de DNA de 
dupla-helice (na diregao horaria deste diagrama), outros a partir da outra fita (no sentido anti-horario). 

(A, cortesia do Dr. Tony Brain e David Parker/Photo Researchers; B, adaptada de F.R. Blattner et al.. Science 
277:1453-1462, 1997.) 

A maioria das bacterias e arqueias sao organismos unicelulares pequenos com ge¬ 
nomas compactos, compreendendo de 1.000 a 6.000 genes. Varios dos genes dentro de um 
unico organismo mostram grande semelhanga em suas sequencias de DNA, sugerindo que 
tenham se originado do mesmo gene ancestral por duplicagao e divergencia genica. As se- 
melhangas nasfamilias de genes (homologias) tambem sao claras quando sequencias 
genicas sao comparadas entre diferentes especies, e mais de 200familias de genes foram 
tao altamente conservadas que podem ser reconhecidas como comuns a maioria das es¬ 
pecies dos tres dominios do mundo vivo. Portanto, dada uma sequencia de DNA de um 
gene novo descoberto, frequentemente e posswel deduzir a sua Jungao a partir da jungao 
conhecida para um gene homologo em um organismo modelo intensivamente estudado, 
como a bacteria E. coli. 

A INFORMACAO GENETICA EM EUCARIOTOS 

Em geral, as celulas eucarioticas sao maiores e mais complexas que as celulas proca- 
rioticas, e seus genomas tambem sao maiores e mais complexos. O tamanho maior e 
acompanhado por diferengas radicais nas estruturas e nas fungoes celulares. Alem disso, 
muitas classes de celulas eucarioticas formam organismos multicelulares que atingem 
niveis de complexidade inalcangaveis pelos procariotos. 

Por serem tao complexos, os eucariotos confrontam os biologos moleculares com 
desafios especiais, nos quais passaremos a nos concentrar ao longo deste livro. Cada vez 
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mais, os biologos enfrentam esses desafios com a analise e a manipulagao da informa- 
gao genetica de celulas e organismos. Portanto, e importante conhecer, desde o imcio, 
um pouco das caracteristicas especiais do genoma eucarioto. Comegaremos discutindo 
brevemente como as celulas eucarioticas estao organizadas, como isso reflete na ma- 
neira em que vivem e como seus genomas diferem dos genomas de procariotos. Isso 
nos levara a um esquema da estrategia pela qual os biologos celulares, explorando as 
informagoes geneticas e bioquimicas, estao tentando descobrir como os organismos eu- 
cariotos funcionam. 

As celulas eucarioticas podem ter surgido como predadoras 

Por definigao, as celulas eucarioticas mantem seu DNA em um compartimento interno, 
chamado de nucleo. O envelope nuclear, uma membrana de camada dupla, circunda o 
nucleo e separa o DNA do citoplasma. Os eucariotos tambem possuem outras caracte¬ 
risticas que os diferenciam dos procariotos (Figura 1-25). Suas celulas sao, caracteris- 
ticamente, dez vezes maiores na dimensao linear e mil vezes maiores em volume. Eles 
tern um citoesqueleto elaborado - um sistema de filamentos de proteinas que cruzam o 
citoplasma e formam, com as muitas outras proteinas que se prendem a eles, um siste¬ 
ma de vigas, fios e motores que dao a celula forga mecanica e controle da forma, alem de 
controlar seus movimentos (Animagao 1.1). E o envelope nuclear e apenas uma parte 
de um conjunto de membranas internas , cada uma estruturalmente similar a membra¬ 
na plasmatica, delimitando diferentes tipos de espagos dentro da celula, muitos deles 
envolvidos na digestao e na secregao. Sem a parede celular rigida da maioria das bacte- 
rias, as celulas animais e as celulas eucarioticas de vida livre, chamadas de protozoarios, 
podem alterar sua forma rapidamente e englobar outras celulas e pequenos objetos por 
fagocitose (Figura 1-26). 

A forma como todas essas propriedades unicas das celulas procarioticas evolui- 
ram, e em que sequencia, ainda e um misterio. Uma visao plausivel, entretanto, e que 
elas sejam todas reflexos do modo de vida de uma celula primordial que foi um pre- 
dador, vivendo da captura de outras celulas e alimentando-se delas (Figura 1-27). Tal 
estilo de vida requer uma celula grande com uma membrana plasmatica flexfvel, assim 
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Figura 1-25 Principais caracteristicas das celulas eucarioticas. A ilustragao representa uma celula animal tipica, mas quase todos os mesmos componentes 
sao encontrados em plantas e fungos, assim como em eucariotos unicelulares, como leveduras e protozoarios. As celulas vegetais contem cloroplastos, alem dos 
componentes mostrados aqui, e sua membrana plasmatica e circundada por uma parede externa rigida composta por celulose. 
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Figura 1-26 Fagocitose. Esta serie de 
imagens de uma animagao mostra um leu- 
cocito humano (um neutrofilo) engloban- 
do um eritrocito (corado artificialmente de 
vermelho) que foi tratado com anticorpo 
que o marca para destruigao (ver Anima¬ 
gao 13.5). (Cortesia de Stephen E. Mala- 
wista e Anne de Boisfleury Chevance.) 


como um elaborado citoesqueleto para sustentagao e movimento dessa membrana. 
Pode tambem exigir que, para proteger o genoma de danos devidos aos movimentos 
do citoesqueleto, a longa e fragil molecula de DNA seja isolada em um compartimento 
nuclear separado. 

As celulas eucarioticas contemporaneas evolufram de uma 
simbiose 

Um meio de vida predatorio ajuda a explicar outras caracteristicas das celulas euca- 
rioticas. Todas essas celulas contem (ou em algum tempo contiveram) mitocdndrias 
(Figura 1-28). Esses pequenos corpos no citoplasma, envoltos por uma camada dupla 
de membrana, captam oxigenio e utilizam a energia da oxidagao das moleculas do ali- 
mento - como agucares - para produzir a maior parte do ATP que fornece energia para 
as atividades da celula. As mitocondrias sao similares em tamanho a pequenas bacterias 
e, como estas, tern seu proprio genoma, na forma de uma molecula de DNA circular; 
seus proprios ribossomos, que diferem dos demais ribossomos da celula eucariotica; e 
seus proprios tRNAs. Atualmente, e comum aceitar que as mitocdndrias se originaram 
de bacterias de vida livre que metabolizam oxigenio ( aerdbicas ), e que foram engolfadas 
por uma celula ancestral incapaz de fazer uso de oxigenio (i.e., anaerobica). Escapan- 
do da digestao, essas bacterias evoluiram em simbiose com a celula que a engolfou e 
com a sua progenie, recebendo abrigo e alimento em troca da geragao de energia que 



(B) 


Figura 1-27 Eucarioto unicelular que se alimenta de outras celulas. (A) Didinium e um protozoario carni- 
voro, pertencente ao grupo conhecido como ciliados. Tern corpo globular, com cerca de 150 pm de diametro, 
circundado por duas camadas de dlios, apendices parecidos com chicote, sinuosos, que se movem continua- 
mente; sua extremidade frontal e achatada, exceto por uma unica protuberancia, que se parece com uma 
tromba. (B) Um Didinium engolfando sua presa. 0 Didinium normalmente nada na agua em alta velocidade pelo 
batimento sincronizado de seus dlios. Quando encontra uma presa apropriada ( amarelo ), geralmente outro tipo 
de protozoario, ele libera numerosos e pequenos dardos paralisantes a partir da regiao de sua tromba. Entao, o 
Didinium se adere a outra celula e a devora por fagocitose, invertendo-se como uma esfera oca para englobar 
sua vitima, que pode ser quase tao grande quanto ele mesmo. (Cortesia de D. Barlow.) 
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Figura 1-28 Mitocdndria. (A) Corte 
transversal de microscopia eletronica. 

(B) llustragao de uma mitocondria com 
uma parte cortada para mostrar a estrutu- 
ra tridimensional (Animagao 1.2). 

(C) Urn esquema da celula eucariotica, 
com o espago interno de uma mitocdn¬ 
dria, contendo o DNA e os ribossomos mi- 
tocondriais, colorido. Observe a membra- 
na externa lisa e a membrana interna com 
circunvolugoes, que abriga as proteinas 
que geram ATP a partir da oxidagao de 
moleculas do alimento. (A, cortesia de 
Daniel S. Friend.) 


proporcionaram aos seus hospedeiros. Acredita-se que essa parceria entre uma celula 
predadora anaerobica primitiva e uma celula bacteriana aerobica foi estabelecida ha 
aproximadamente 1,5 bilhao de anos, quando a atmosfera da Terra se tornou rica em 
oxigenio pela primeira vez. 

Como indicado na Figura 1-29, analises genomicas recentes sugerem que a pri¬ 
meira celula eucariotica se formou depois que uma celula de arqueia engolfou uma 
bacteria aerobica. Isso explicaria por que todas as celulas eucarioticas atuais, incluindo 
aquelas que vivem estritamente como anaerobicas, mostram clara evidencia de que al- 
guma vez possuiram mitocondrias. 

Muitas celulas eucarioticas - especialmente as de plantas e algas - tambem con- 
tem outra classe de pequenas organelas delimitadas por membrana um tanto parecidas 
com as mitocondrias - os cloroplastos (Figura 1-30). Os cloroplastos realizam a fotos- 
smtese usando a energia da luz solar para sintetizar carboidratos a partir de dioxido de 
carbono atmosferico e agua, e liberam os produtos para a celula hospedeira na forma de 
alimento. Como as mitocondrias, os cloroplastos tern seu proprio genoma. Eles quase 
certamente se originaram como bacterias fotossintetizantes simbioticas adquiridas pe- 
las celulas eucarioticas que ja possuiam mitocondrias (Figura 1-31). 

Uma celula eucariotica equipada com cloroplastos nao tern necessidade de buscar 
outras celulas como presa; ela e nutrida pelos cloroplastos cativos que herdou de seus 
ancestrais. De forma correspondente, as celulas vegetais, apesar de possuirem o cito- 
esqueleto para movimento, perderam a capacidade de alterar sua forma rapidamente 
e de englobar outras celulas por fagocitose. Ao contrario, elas criam ao seu redor uma 
rigida parede celular protetora. Se as primeiras celulas eucarioticas fossem predadoras 
de outros organismos, poderiamos ver as celulas vegetais como celulas que fizeram a 
transigao da caga para a lavoura. 

Os fungos representam ainda outro modo de vida eucariotica. As celulas fungi- 
cas, assim como as celulas animais, possuem mitocondrias, mas nao cloroplastos; no 
entanto, ao contrario das celulas animais e dos protozoarios, elas possuem uma parede 
externa rigida que limita sua capacidade de se mover de forma rapida ou de engolfar 
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Celula anaerobia derivada 
de uma arqueia 


Celula eucariotica 
aerobia primitiva 



Membrana plasmatica 
bacteriana 



Bacteria aerobica 



derivada da celula 
primitiva 



Figura 1-29 Origem da mitocondria. 

Acredita-se que uma celula predadora 
anaerobica ancestral (uma arqueia) engol- 
fou o ancestral bacteriano da mitocondria, 
iniciando uma relagao simbiotica. Uma evi¬ 
dence clara da heranga dupla de bacteria 
e de arqueia pode ser discernida hoje nos 
genomas de todos os eucariotos. 


outras celulas. Aparentemente, os fungos passaram de cagadores a organismos que se 
alimentam de restos: outras celulas secretam moleculas nutrientes ou as liberam quan- 
do morrem, e os fungos se alimentam desses restos - realizando qualquer que seja a 
digestao necessaria de forma extracelular, pela secregao de enzimas digestivas. 

Os eucariotos possuem genomas hibridos 

A informagao genetica das celulas eucarioticas tern uma origem hibrida - da celula de 
arqueia anaerobica ancestral e das bacterias que ela adotou como simbiontes. A maior 
parte dessa informagao e armazenada no micleo, mas uma pequena quantidade perma- 
nece dentro da mitocondria e, em celulas de plantas e algas, nos cloroplastos. Quando o 
DNA mitocondrial e o DNA de cloroplasto sao separados do DNA nuclear, e analisados 
e sequenciados individualmente, descobre-se que os genomas mitocondrial e de clo¬ 
roplasto sao degenerados, versoes abreviadas dos genomas bacterianos corresponden- 
tes. Em uma celula humana, por exemplo, o genoma mitocondrial consiste em somente 
16.569 pares de nucleotideos, codificando somente 13 protemas, dois componentes do 
RNA ribossomico e 22 tRNAs. 



Figura 1-30 Cloroplastos. Essas orga- 
nelas capturam a energia da luz solar em 
celulas vegetais e em alguns eucariotos 
unicelulares. (A) Uma unica celula isolada 
da folha de uma planta fanerogama, vista 
em microscopia optica, mostrando os 
cloroplastos verdes (Animagao 1.3 e ver 
Animagao 14.9). (B) llustragao de urn dos 
cloroplastos mostrando o sistema alta- 
mente pregueado de membranas internas 
contendo as moleculas de clorofila pelas 
quais a luz e absorvida. (A, cortesia de 
Preeti Dahiya.) 
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Figura 1-31 Origem dos cloroplas- 
tos. Uma celula eucariotica inicial, que ja 
possuia uma mitocondria, engolfou uma 
bacteria fotossintetizante (uma cianobac- 
teria) e a reteve em simbiose. Acredita-se 
que os cloroplastos de hoje tracem sua an- 
cestralidade ate a unica especie de ciano- 
bacteria que foi adotada como simbionte 
interno (um endossimbionte) ha mais de 
1 bilhao de anos. 


Celula eucariotica inicial 



Bacteria fotossintetizante 


Celula eucariotica capaz 
de realizar fotossintese 



Cloroplastos 


Muitos dos genes que estao ausentes nas mitocondrias e nos cloroplastos nao 
foram perdidos; ao contrario, eles moveram-se do genoma simbionte para o DNA no 
nucleo da celula hospedeira. O DNA nuclear dos humanos contem muitos genes que 
codificam proteinas com fungoes essenciais dentro da mitocondria; nas plantas, o 
DNA nuclear tambem contem muitos genes especificando proteinas necessarias nos 
cloroplastos. Em ambos casos, as sequencias de DNA desses genes nucleares mos- 
tram clara evidencia de sua origem a partir do ancestral bacteriano das respectivas 
organelas. 

Os genomas eucarioticos sao grandes 

A selegao natural evidentemente favoreceu as mitocondrias com genomas pequenos. 
Em contraste, os genomas nucleares da maioria dos eucariotos teve a possibilidade de 
aumentar. Talvez o modo de vida eucariotico tenha feito do grande tamanho uma van- 
tagem: os predadores geralmente precisam ser maiores do que suas presas, e o tamanho 
celular normalmente aumenta em proporgao ao tamanho do genoma. Seja qual for a ra- 
zao, auxiliados por um acumulo massivo de segmentos de DNA derivados de elementos 
transpomveis parasitarios (discutido no Capitulo 5), os genomas da maioria dos eucario¬ 
tos se tornaram ordens de magnitudes maiores que aqueles das bacterias e das arqueias 
(Figura 1-32). 

A liberdade de ser prodigo com o DNA teve implicagoes profundas. Os eucariotos 
nao so possuem mais genes do que os procariotos, eles tambem tern muito mais DNA 
que nao codifica protema. O genoma humano contem mil vezes mais pares de nucleo¬ 
tideos que o genoma de uma bacteria tipica, talvez dez vezes mais genes e muito mais 


Figura 1-32 Compara^ao dos tama- 
nhos de genomas. 0 tamanho genomico 
e medido em pares de nucleotideos de 
DNA por genoma haploide, isto e, por 
copia simples do genoma. (As celulas de 
organismos que se reproduzem sexuada- 
mente, como os dos humanos, geralmente 
sao diploides: elas contem duas copias do 
genoma, uma herdada da mae e outra do 
pai.) Organismos intimamente relaciona- 
dos podem apresentar grande variedade 
quanto a quantidade de DNA em seus 
genomas, ainda que contenham numeros 
semelhantes de genes funcionalmente 
distintos. (Dados de W.H. Li, Molecular 
Evolution, p. 380-383. Sunderland, MA: 
Sinauer, 1997.) 
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Alguns organismos-modelo e seus genomas 

Tamanho do genoma* Numero aproximado 
Organismo (pares de nucleotideos) de genes 

Escherichia coli (bacteria) 

4,6 x 10 6 

4.300 

Saccharomyces cerevisiae (levedura) 

13 x 10 6 

6.600 

Caenorhabditis elegans (verme cilindrico) 

130 x 10 6 

21.000 

Arabidopsis thaliana (planta) 

220 x 10 6 

29.000 

Drosophila melanogaster 
(mosca-das-frutas) 

200 x 10 6 

15.000 

Danio rerio (peixe-zebra) 

1.400 x 10 6 

32.000 

Mus musculus (camundongo) 

2.800 x 10 6 

30.000 

Homo sapiens (humano) 

3.200 x 10 6 

30.000 


*0 tamanho do genoma inclui uma estimativa para a quantidade de sequences de DNA altamente repetidas que 
nao estao nos bancos de dados de genomas. 


DNA nao codificador (cerca de 98,5% do genoma humano nao codifica protemas, em 
contraste com os 11% do genoma da bacteria E. coli). Os tamanhos estimados de geno¬ 
mas e os mimeros de genes para alguns eucariotos estao compilados para facil compara- 
gao com E. coli na Tabela 1-2; discutiremos como cada um desses eucariotos serve como 
organismo-modelo em breve. 


Os genomas eucarioticos sao ricos em DNA regulador 


Muito do nosso DNA nao codificador e quase certamente lixo dispensavel, retido como 
uma massa de papeis velhos, pois, quando ha pouca pressao para manter um arquivo 
pequeno, e mais facil guardar tudo do que selecionar a informagao importante e descar- 
tar o resto. Certas especies excepcionais de eucariotos, como o baiacu, testemunham o 
desregramento de seus parentes; eles conseguiram de alguma forma livrar-se de grandes 
quantidades de DNA nao codificador. Ainda assim, parecem semelhantes em estrutu- 
ra, comportamento e adaptagao com especies relacionadas que apresentam muito mais 
desse tipo de DNA (ver Figura 4-71). 

Ate mesmo em genomas eucariotos compactos como o do baiacu ha mais DNA 
nao codificador do que DNA codificador, e pelo menos algum DNA nao codificador 
certamente possui fungoes importantes. Em particular, ele regula a expressao de genes 
adjacentes. Com esse DNA regulador, os eucariotos desenvolveram diferentes vias para 
controlar quando e onde um gene e ativado. Essa sofisticada regulagao genica e crucial 
para a formagao de organismos multicelulares complexos. 

0 genoma define o programa de desenvolvimento multicelular 

As celulas de um animal ou planta especificos sao extraordinariamente variadas. As ce¬ 
lulas gordurosas, as celulas epidermicas, as celulas osseas e as celulas nervosas parecem 
tao diferentes quanto possivel (Figura 1-33). Ainda assim, todos esses tipos celulares 
sao descendentes de uma unica celula-ovo fertilizada, e todos (com poucas excegoes) 
contem copias identicas do genoma da especie. 

As diferengas resultam da maneira pela qual essas celulas fazem uso seletivo de 
suas instrugoes geneticas, de acordo com os estimulos que recebem de seu ambiente 
durante o desenvolvimento do embriao. O DNA nao e somente uma lista de compras 
especificando as moleculas que todas as celulas devem ter, e a celula nao e somente 
um conjunto de todos os itens da lista. Em vez disso, a celula se comporta como uma 
maquina de multiplos propositos, com sensores que recebem sinais ambientais e ha- 
bilidades altamente desenvolvidas para colocar em agao os diferentes grupos de genes, 
de acordo com a sequencia de sinais aos quais a celula foi exposta. O genoma em cada 
celula e grande o suficiente para acomodar a informagao que especifica um organismo 
multicelular inteiro, mas, em cada celula individual, apenas parte dessa informagao e 
utilizada. 
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Figura 1-33 Os tipos celulares podem 
variar enormemente em tamanho e 
forma. Uma celula nervosa animal e com- 
parada aqui com um neutrofilo, um tipo 
de leucocito. Ambas estao representadas 
em escala. 
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Figura 1-34 Controle genetico do 
programa de desenvolvimento multi- 
celular. 0 papel de um gene regulador e 
demonstrado na erva-bezerra Antirrhinum. 
Neste exemplo, uma mutagao em um uni- 
co gene que codifica uma proteina regula- 
dora leva ao desenvolvimento de folhas no 
lugar de flores: por causa de uma proteina 
reguladora alterada, as celulas adotam 
caractensticas que seriam apropriadas 
para uma localizagao diferente na planta 
normal. 0 mutante esta a esquerda, e a 
planta normal esta a direita. (Cortesia de 
Enrico Coen e Rosemary Carpenter.) 



Um grande numero de genes no genoma eucariotico codifica protemas que ser- 
vem para regular a atividade de outros genes. A maioria desses reguladores de transcri- 
gao atua ligando-se, direta ou indiretamente, ao DNA regulador adjacente aos genes que 
devem ser controlados, ou interferindo com a capacidade de se ligar ao DNA de outras 
protemas. O genoma expandido dos eucariotos, portanto, nao somente especifica o 
hardware da celula, mas tambem armazena o software que controla como esse hardware 
e utilizado (Figura 1-34). 

As celulas nao recebem sinais apenas de forma passiva; pelo contrario, elas trocam 
ativamente sinais com sua vizinhanga. Assim, em um organismo multicelular em desen¬ 
volvimento, o mesmo sistema de controle governa cada celula, mas com consequencias 
diferentes dependendo das mensagens trocadas. Espantosamente, o resultado e um ar- 
ranjo preciso de celulas em diferentes condigoes, cada qual apresentando uma caracte- 
ristica apropriada para sua posigao na estrutura multicelular. 

Muitos eucariotos vivem como celulas solitarias 

Muitas especies de celulas eucarioticas levam uma vida solitaria - algumas como ca- 
gadoras ( protozoarios ), algumas como fotossintetizantes ( algas unicelulares) e algumas 
como organismos que se alimentam de restos de alimentos (fungos unicelulares, ou le- 
veduras). A Figura 1-35 ilustra parte da variedade surpreendente de eucariotos unice¬ 
lulares. A anatomia dos protozoarios, em especial, com frequencia e elaborada e inclui 
estruturas como cerdas sensoriais, fotorreceptores, cilios que se movimentam de forma 
sinuosa, apendices que se parecem com pernas, partes de boca, dardos urticantes e 
feixes contrateis parecidos com musculo. Embora sejam unicelulares, os protozoarios 
podem ser tao elaborados, tao versateis e tao complexos em seu comportamento como 
muitos organismos multicelulares (ver Figura 1-27, Animagoes 1.4 e 1.5). 

Em termos de sua ancestralidade e suas sequencias de DNA, os eucariotos unice¬ 
lulares sao muito mais diversos do que os animais multicelulares, as plantas e os fungos, 
que se originaram como tres ramos comparativamente tardios da linhagem eucariotica 
(ver Figura 1-17). Assim como para os procariotos, os humanos tendem a negligencia- 
-los por serem microscopicos. Somente agora, com a ajuda de analises genomicas, esta- 
mos comegando a entender suas posigoes na arvore da vida e a colocar em contexto os 
mdicios que essas estranhas criaturas podem nos oferecer a respeito de nosso distante 
passado evolutivo. 

Uma levedura serve como um modelo minimo de eucarioto 

A complexidade genetica e molecular dos eucariotos e assustadora. Mais ate do que para 
os procariotos, os biologos precisam concentrar seus recursos limitados nos poucos or- 
ganismos-modelo selecionados para revelar essa complexidade. 
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Para analisar o funcionamento interno da celula eucariotica sem os problemas 
adicionais do desenvolvimento multicelular, faz sentido utilizar uma especie que e uni- 
celular e tao simples quanto possivel. A escolha popular para esse papel de modelo mini- 
mo de eucarioto tem sido a levedura Saccharomyces cerevisiae (Figura 1-36) - a mesma 
especie e usada por cervejeiros e padeiros. 

S. cerevisiae e um pequeno membro unicelular do reino dos fungos e, portanto, de 
acordo com visoes modernas, esta pelo menos tao intimamente relacionada a animais 
quanto a plantas. E robusta e facil de crescer em um meio com nutrientes simples. Como 
outros fungos, tem uma parede celular rigida, e relativamente imovel e possui mitocon- 
drias, mas nao cloroplastos. Quando os nutrientes sao abundantes, ela cresce e se divide 
quase tao rapidamente quanto uma bacteria. Pode reproduzir-se tanto de forma vegetati- 
va (i.e., por simples divisao celular) quanto sexuada: duas celulas de levedura que sao ha- 
ploides (possuindo uma unica copia do genoma) podem se fundir para criar uma celula 
que e diploide (contendo um genoma duplo); e a celula diploide pode sofrer meiose (uma 
divisao reducional) para produzir celulas que sao outra vez haploides (Figura 1-37). Em 
contraste com plantas superiores e animais, a levedura pode dividir-se de forma indefini- 
da, tanto no estado haploide como no diploide, e o processo que leva de um estado para o 
outro pode ser induzido a vontade com mudangas nas condigoes de crescimento. 

Alem dessas caracteristicas, a levedura possui mais uma propriedade que a torna 
um organismo conveniente para estudos geneticos: o seu genoma, para padroes eucario- 
ticos, e excepcionalmente pequeno. No entanto, e suficiente para todas as tarefas basicas 
que cada celula eucariotica precisa realizar. Mutantes estao dispomveis para essential - 
mente cada gene, e estudos com leveduras (usando tanto S. cerevisiae como outras espe- 


Figura 1-35 Um conjunto de protozo- 
arios: uma pequena amostra de uma 
classe de organismos extremamente 
diversa. As ilustragoes foram feitas em 
diferentes escalas, mas, em cada caso, 
a barra de escala representa 10 pm. Os 
organismos em (A), (C) e (G) sao ciliados; 
(B) e um heliozoario; (D) e uma ameba; 

(E) e um dinoflagelado; e (F) e uma eugle- 
na. (De M.A. Sleigh, Biology of Protozoa. 
Cambridge, UK: Cambridge University 
Press, 1973.) 
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Figura 1-36 Levedura Saccharomyces 
cerevisiae. (A) Micrografia eletronica de 
varredura de um grupo de celulas. Essa 
especie tambem e conhecida como leve¬ 
dura formadora de brotos; ela se prolifera 
formando uma saliencia ou broto que 
aumenta e entao se separa do resto da 
celula original. Muitas celulas com brotos 
sao visfveis nesta micrografia. (B) Microgra¬ 
fia eletronica de transmissao de um corte 
transversal de uma celula de levedura, 
mostrando seu nucleo, mitocondria e 
parede celular espessa. (A, cortesia de Ira 
Herskowitz e Eric Schabatach.) 
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Figura 1-37 Ciclos reprodutivos da levedura S. cerevisiae. Dependendo das 
condigoes ambientais e de detalhes do genotipo, as celulas dessa especie podem 
existir tanto em um estado diploide (2 n), com urn conjunto duplo de cromosso- 
mos, quanto em um estado haploide (n), com um unico conjunto cromossomico. 
A forma diploide pode proliferar por ciclos de divisao celular usuais ou sofrer 
meiose para produzir celulas haploides. A forma haploide pode proliferar por 
ciclos de divisao celular usuais ou sofrer fusao sexual com uma outra celula ha¬ 
ploide para tornar-se diploide. A meiose e ativada por privagao alimentar e origi- 
na esporos - celulas haploides em um estado dormente, resistentes a condigoes 
ambientais extremas. 


cies) decifraram muitos processos cruciais, incluindo o ciclo de divisao celular eucario- 
tica - a cadeia critica de eventos pelos quais o nucleo e todos os outros componentes de 
uma celula sao duplicados e separados para dar origem a duas celulas-filhas a partir de 
uma. O sistema de controle que governa esse processo tern sido tao bem conservado ao 
longo do curso da evolugao que muitos de seus componentes podem funcionar de ma- 
neira intercambiavel em leveduras e em celulas humanas: se uma levedura mutante, na 
qual falta um gene essencial do ciclo de divisao celular da levedura, e suprida com uma 
copia do gene homologo do ciclo de divisao celular de um humano, a levedura e curada 
do seu defeito e se torna apta a se dividir normalmente. 

Os nfveis de expressao de todos os genes de um organismo 
podem ser monitorados simultaneamente 

A sequencia genomica completa de S. cerevisiae , determinada em 1997, consiste em 
aproximadamente 13.117.000 pares de nucleotideos, incluindo a pequena contribuigao 
(78.520 pares de nucleotideos) do DNA mitocondrial. Esse total representa somente cer- 
ca de 2,5 vezes mais DNA do que ha em E. coli, e codifica apenas 1,5 vez mais proteinas 
diferentes (aproximadamente 6.600 no total). O modo de vida da S. cerevisiae e seme- 
lhante em muitos pontos ao de uma bacteria, e parece que essa levedura tambem tern 
sido objeto de pressoes seletivas que mantiveram o seu genoma compacto. 

O conhecimento da sequencia genomica completa de qualquer organismo - seja 
uma levedura ou um humano - abre novas perspectivas sobre o funcionamento da ce¬ 
lula: algo que antes parecia extremamente complexo, agora parece estar ao nosso alcan- 
ce. Usando tecnicas descritas no Capitulo 8, agora e possivel, por exemplo, monitorar de 
forma simultanea a quantidade de mRNA transcrito que cada gene produz no genoma 
da levedura sob qualquer condigao escolhida, e verificar como esse padrao na atividade 
genica muda quando as condigoes mudam. A analise pode ser repetida com o mRNA pre- 
parado de celulas mutantes, sem um gene especifico - qualquer gene que quisessemos 
testar. A principio, essa metodologia fornece um caminho para revelar todo o sistema do 
controle das relagoes que governam a expressao genica - nao somente em celulas de le¬ 
vedura, mas tambem em qualquer organismo cuja sequencia genomica seja conhecida. 


A Arabidopsis foi escolhida dentre 300 mil especies como uma 
planta-modelo 

Os maiores organismos multicelulares que vemos ao nosso redor - as flores, as arvores 
e os animais - parecem fantasticamente variados, mas sao mais proximos uns dos ou¬ 
tros em suas origens evolutivas e mais similares em sua biologia celular basica do que 
o maior hospedeiro dos organismos unicelulares microscopicos. Portanto, enquanto as 
bacterias e as arqueias estao separadas por talvez 3,5 bilhoes de anos de evolugao, os 
vertebrados e os insetos estao separados por aproximadamente 700 milhoes de anos, 
os peixes e os mamiferos por aproximadamente 450 milhoes de anos, e as diferentes es¬ 
pecies de plantas fanerogamas por somente 150 milhoes de anos. 

Devido a relagao evolutiva proxima entre todas as plantas fanerogamas, podemos 
novamente ter uma ideia da biologia celular e molecular de toda essa classe de orga¬ 
nismos, concentrando-nos somente em uma ou algumas poucas especies para analises 
detalhadas. Entre as varias centenas de milhares de especies de plantas fanerogamas 
existentes hoje na Terra, os biologos moleculares escolheram concentrar os seus esfor- 
gos em uma pequena erva, a Arabidopsis thaliana (Figura 1-38), que pode ser cultivada 
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em ambientes fechados, em grandes quantidades e produzir milhares de descendentes 
por planta apos 8 a 10 semanas. A Arabidopsis tem um genoma com tamanho total de 
aproximadamente 220 milhoes de pares de nucleotideos, cerca de 17 vezes maior que o 
da levedura (ver Tabela 1-2). 

0 mundo das celulas animais e representado por um verme, uma 
mosca, um peixe, um camundongo e um humano 

Os animais multicelulares correspondem a maior parte de todas as especies conhecidas 
de organismos vivos e pela maior parte dos esforgos da pesquisa biologica. Cinco espe¬ 
cies emergiram como os principais organismos-modelo para os estudos de genetica mo¬ 
lecular. Em ordem crescente de tamanho, eles sao o verme nematodeo Caenorhabditis 
elegans, a mosca Drosophila melanogaster, o peixe-zebra Danio rerio, o camundongo 
Mus musculus e o humano, Homo sapiens . Cada um teve seu genoma sequenciado. 

O C. elegans (Figura 1-39) e um verme pequeno e inofensivo, parente dos vermes 
cilmdricos que atacam plantagoes. Com um ciclo de vida de apenas poucos dias, uma 
capacidade de sobreviver no congelador indefinidamente em um estado de vida laten- 
te, um piano corporal simples e um ciclo de vida incomum que e adequado para es¬ 
tudos geneticos (descrito no Capitulo 21), e um organismo-modelo ideal. O C. elegans 
desenvolve-se com precisao a partir de um ovulo fertilizado ate o verme adulto, com 
exatamente 959 celulas corporais (mais um numero variavel de celulas-ovo e de esper- 
matozoides) - um grau incomum de regularidade para um animal. Temos, agora, uma 
descrigao minuciosa da sequencia de eventos pela qual isso ocorre, como as celulas se 
dividem, movem-se e alteram suas caracteristicas de acordo com regras exatas e previ- 
siveis. O genoma de 130 milhoes de pares de nucleotideos codifica aproximadamente 
21 mil protemas, e muitos mutantes e outras ferramentas estao dispomveis para testar 
as fungoes genicas. Embora o verme tenha um piano corporal muito diferente do nosso, 
a conservagao de mecanismos biologicos tem sido suficiente para que o verme seja um 
otimo modelo para muitos dos processos de desenvolvimento e da biologia da celula 
que ocorrem no corpo humano. Assim, por exemplo, estudos com o verme tem sido cru- 
ciais para nos ajudar a entender os programas de divisao celular e morte celular que 
determinam o numero de celulas do corpo - um topico de grande importancia para a 
biologia do desenvolvimento e a pesquisa sobre cancer. 

Os estudos com Drosophila proporcionam entendimento sobre o 
desenvolvimento dos vertebrados 

A mosca-das-frutas D. melanogaster (Figura 1-40) tem sido utilizada como um organis- 
mo genetico modelo por mais tempo do que qualquer outro; de fato, os fundamentos da 
genetica classica foram construidos, em grande parte, com estudos sobre esse inseto. Ha 
mais de 80 anos, ela forneceu, por exemplo, a prova definitiva de que os genes - as unidades 
abstratas da informagao hereditaria - sao transportados nos cromossomos, objetos fisicos 
concretos cujo comportamento foi bem acompanhado nas celulas eucarioticas ao micros- 
copio optico, mas cuja fungao era inicialmente desconhecida. A comprovagao dependeu de 
uma das muitas caracteristicas que tornam a Drosophila particularmente conveniente para 
a genetica - os cromossomos gigantes, com a caracteristica aparencia de bandas, que sao 
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Figura 1-39 Caenorhabditis elegans, o primeiro organismo multicelular que teve sua sequencia geno- 
mica completa determinada. Este pequeno nematodeo, de aproximadamente 1 mm de comprimento, vive 
no solo. A maioria dos individuos e hermafrodita, produzindo tanto ovulos como espermatozoides. (Cortesia de 
Maria Gallegos, University of Wisconsin, Madison.) 



1 cm 

Figura 1-38 Arabidopsis thaliana, a 
planta escolhida como modelo prima- 
rio para o estudo da genetica molecu¬ 
lar de plantas. (Cortesia de Toni Hayden 
e John Innes Foundation.) 
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Figura 1-40 Drosophila melanogaster. 

Estudos de genetica molecular nesta mos- 
ca forneceram a principal chave para o en- 
tendimento de como todos os animais se 
desenvolvem de um ovo fertilizado a um 
adulto. (De E.B. Lewis, Science 221: capa, 
1983. Com permissao da A A AS.) 
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Figura 1-41 Cromossomos gigantes das ce- 
lulas de glandulas salivares de Drosophila. 

Devido a varios ciclos de replicagao do DNA 
terem ocorrido sem a intervengao da divisao 
celular, cada um dos cromossomos nestas celu- 
las incomuns contem mais de mil moleculas de 
DNA identicas, todas alinhadas em ordem. Isso 
as torna faceis de serem vistas ao microscopio 
optico, onde exibem um padrao de bandea- 
mento caracteristico e reproduzivel. Bandas 
especificas podem ser identificadas como a 
localizagao de genes especfficos: uma mosca 
mutante com uma regiao do padrao de bandas 
ausente apresenta um fenotipo que reflete a 
perda de genes naquela regiao. Os genes que 
estao sendo transcritos em altas taxas corres- 
pondem a bandas com aparencia "estufada". 
As bandas coloridas de marrom-escuro na 
micrografia sao sftios onde uma proteina regu- 
ladora especifica esta ligada ao DNA. (Cortesia 
de B. Zink e R. Paro, de R. Paro, Trends Genet. 
6:416-421, 1990. Com permissao de Elsevier.) 



visiveis em algumas de suas celulas (Figura 1-41). As alteragoes especificas na informagao 
hereditaria, manifestadas em famflias de moscas mutantes, foram correlacionadas precisa- 
mente a perda ou a alteragao de bandas especificas nos cromossomos gigantes. 

Em tempos mais recentes, a Drosophila, mais do que qualquer outro organismo, tern 
nos mostrado como tragar a cadeia de causa e efeito das instrugoes geneticas codificadas 
pelo DNA cromossomico para a estrutura do corpo multicelular adulto. Os mutantes de 
Drosophila, com partes do corpo estranhamente mal colocadas ou fora dos padroes, forne¬ 
ceram a chave para a identificagao e a caracterizagao dos genes necessarios para construir 
um corpo corretamente estruturado, com intestino, membros, olhos e todas as outras partes 
em seus lugares corretos. Uma vez que esses genes de Drosophila foram sequenciados, os 
genomas dos vertebrados puderam ser escaneados para identificar homologos. Estes foram 
encontrados, e suas fungoes nos vertebrados foram, entao, testadas, por meio de estudos em 
camundongos nos quais os genes foram mutados. Os resultados, como veremos mais adian- 
te neste livro, revelam um grau extraordinario de similaridade nos mecanismos moleculares 
que controlam o desenvolvimento de insetos e de vertebrados (discutido no Capitulo 21). 

A maioria das especies de organismos vivos conhecidos e de insetos. Mesmo que a 
Drosophila nao tivesse nada em comum com os vertebrados, mas somente com os inse¬ 
tos, ela ainda seria um importante modelo de organismo. Contudo, se entender a geneti¬ 
ca molecular de vertebrados e a meta, por que simplesmente nao se encara o problema? 
Por que aborda-lo de modo indireto, com estudos em Drosophila ? 

A Drosophila necessita somente de nove dias para evoluir do ovo fertilizado a um 
adulto; e vastamente mais facil e barato cria-la do que qualquer vertebrado, e seu genoma 
e muito menor - aproximadamente 200 milhoes de pares de nucleotideos, em comparagao 
com os 3.200 milhoes (3,2 bilhoes) em humanos. Esse genoma codifica aproximadamente 
15 mil protemas, e agora mutantes podem ser obtidos praticamente para cada gene. Mas ha 
tambem outra forte razao pela qual os mecanismos geneticos, que sao dificeis de descobrir 
em vertebrados, sao, muitas vezes, prontamente revelados na mosca. Isso esta relacionado, 
como agora explicaremos, com a frequencia de duplicagao genica, que e substancialmente 
maior em genomas de vertebrados do que no genoma de mosca, o que provavelmente foi 
crucial para tornar os vertebrados criaturas complexas e sutis. 

O genoma dos vertebrados e um produto de duplicagoes 
repetidas 

Quase todo gene no genoma de vertebrados possui paralogos - outros genes no mesmo 
genoma que sao inconfundivelmente relacionados e que devem ter surgido por duplica- 
gao genica. Em muitos casos, um grupo inteiro de genes esta intimamente relacionado 
a grupos similares presentes em outro lugar no genoma, sugerindo que os genes foram 
duplicados em grupos ligados, e nao como individuos isolados. De acordo com uma hi- 
potese, em um estagio inicial da evolugao dos vertebrados, o genoma inteiro sofreu duas 
duplicagoes sucessivas, originando quatro copias de cada gene. 

O curso preciso da evolugao do genoma dos vertebrados permanece incerto, pois 
muitas outras mudangas evolutivas ocorreram desde esses eventos primitivos. Genes 
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que ja foram identicos divergiram; varias das copias genicas foram perdidas por muta- 
goes disruptivas; alguns sofreram rodadas adicionais de duplicagao local; e o genoma, 
em cada ramo da arvore genealogica dos vertebrados, sofreu repetidos rearranjos, alte- 
rando a maioria das disposigoes originals dos genes. A comparagao da disposigao genica 
em dois organismos relacionados, como o humano e o camundongo, revela que - na 
escala de tempo da evolugao dos vertebrados - os cromossomos frequentemente se fun- 
dem e se fragmentam para mover grandes blocos de sequencias de DNA. De fato, e mais 
possivel, como discutido no Capitulo 4, que a presente situagao de acontecimentos seja 
o resultado de muitas duplicagoes independentes de fragmentos do genoma, do que a 
duplicagao do genoma como um todo. 

Entretanto, nao ha duvidas de que tais duplicagoes do genoma inteiro ocorram de 
tempos em tempos na evolugao, pois podemos encontrar exemplos recentes nos quais 
grupos duplicados de cromossomos ainda sao claramente identificaveis como tais. O ge- 
nero de ra Xenopus, por exemplo, compreende um grupo de especies muito semelhantes 
relacionadas umas as outras por repetigoes duplas ou triplas de todo o genoma. Entre 
essas ras estao a X. tropicalis, com o genoma diploide original; a especie comum de la¬ 
boratory X. laevis, com um genoma duplicado e duas vezes mais DNA por celula; e o 
X. ruwenzoriensis, com o genoma original duplicado seis vezes e seis vezes mais DNA por 
celula (p. ex., 108 cromossomos, comparado com 36 emX. laevis). Estima-se que essas 
especies tenham divergido uma da outra nos ultimos 120 milhoes de anos (Figura 1-42). 


A ra e o peixe-zebra proporcionam modelos acessfveis para o 
desenvolvimento dos vertebrados 


As ras tern sido usadas ha muito tempo para estudar os estagios iniciais do desenvolvi¬ 
mento embrionario dos vertebrados, pois seus ovos sao grandes, faceis de manipular e 
sao fertilizados fora do animal, de forma que o desenvolvimento subsequente e facil- 
mente observado (Figura 1-43). A ra Xenopus laevis, em particular, continua a ser um 
organismo-modelo importante, mesmo que seja pouco adequado para analises geneti- 
cas (Animagao 1.6 e 21.1). 

O peixe-zebra D. rerio possui vantagens similares, mas sem esse inconveniente. 
Seu genoma e compacto - somente a metade do genoma de camundongo ou humano 
- e tern um tempo de geragao de apenas tres meses. Muitos mutantes sao conhecidos e 
a engenharia genetica e relativamente facil. O peixe-zebra tern a caracteristica adicional 
de ser transparente nas primeiras duas semanas de sua vida, de forma que e possivel ob- 
servar o comportamento de celulas individuals no organismo vivo (ver Animagao 21.2). 
Tudo isso o tornou um modelo de vertebrado cada vez mais importante (Figura 1-44). 

0 camundongo e o organismo-modelo predominante de mamfferos 

Os mamiferos geralmente tern duas vezes mais genes do que a Drosophila, um genoma que 
e 16 vezes maior e que tern milhoes ou bilhoes de vezes mais celulas em seu corpo adulto. 
Em termos de tamanho e de fungao de genoma, de biologia celular e de mecanismos mole- 
culares, os mamiferos sao, contudo, um grupo altamente uniforme de organismos. Ate ana- 
tomicamente, as diferengas entre os mamiferos sao principalmente uma questao de tama¬ 
nho e de proporgoes; e dificil pensar em uma parte do corpo humano que nao possua uma 
contraparte em elefantes e em camundongos, e vice-versa. A evolugao brinca livremente 
com tragos quantitativos, mas ela nao muda prontamente a logica da estrutura. 

Para uma medida mais exata de quanto as especies de mamiferos assemelham- 
-se geneticamente uma com a outra, podemos comparar as sequencias de nucleotideos 
de genes correspondentes (ortologos), ou as sequencias de aminoacidos das proteinas 

Figura 1-42 Duas especies de ras do genero Xenopus. AX. tropicalis (em cima) 
apresenta o genoma diploide original; o X. laevis (embaixo) tern duas vezes mais DNA 
por celula. A partir dos padroes de bandeamento de seus cromossomos e o arranjo dos 
genes ao longo deles, assim como de comparagoes das sequencias genicas, e claro que 
as especies com genoma maior evoluiram por meio de duplicagoes de todo o genoma. 
Acredita-se que essas duplicagoes ocorreram como consequencia de cruzamentos entre 
ras de especies ligeiramente divergentes de Xenopus. (Cortesia de E. Amaya, M. Offield, 
e R. Grainger, Trends Genet. 14:253-255, 1998. Com permissao da Elsevier.) 
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Figura 1-43 Estagios do desenvolvimento normal de uma ra. As ilustragoes 
mostram o desenvolvimento de um girino de Rana pipiens a partir de um ovo fer- 
tilizado. Todo o processo ocorre fora da mae, tornando os mecanismos envolvidos 
prontamente acessiveis para estudos experimentais. (De W. Shumway, Anat. Rec. 
78:139-147, 1940.) 
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que esses genes codificam. Os resultados para cada gene e protema variam bastante. 
No entanto, em geral, se alinharmos a sequencia de aminoacidos de uma protema hu- 
mana com a de uma protema ortologa, digamos, de um elefante, aproximadamente 85% 
dos aminoacidos serao identicos. Uma comparagao parecida entre humano e ave mostra 
uma identidade de aminoacidos de aproximadamente 70% - duas vezes mais diferengas, 
pois as linhagens de ave e de mamiferos tiveram duas vezes mais tempo para divergir do 
que as de elefante e de humano (Figura 1-45). 

O camundongo, sendo pequeno, robusto e um reprodutor rapido, tornou-se o or- 
ganismo-modelo preferido para os estudos experimentais de genetica molecular de ver- 
tebrados. Muitas mutagoes de ocorrencia natural sao conhecidas, em geral mimetizando 
os efeitos de mutagoes correspondentes em humanos (Figura 1-46). Alem disso, foram 
desenvolvidos metodos para testar a fungao de qualquer gene escolhido de camundon¬ 
go, ou de qualquer regiao nao codificadora do genoma do camundongo, por criar artifi- 
cialmente mutagoes, como explicaremos mais adiante neste livro. 


Figura 1-44 O peixe-zebra como mo- 
delo para estudos do desenvolvimento 
de vertebrados. Estes pequenos e resi- 
lientes peixes tropicais sao convenientes 
para estudos geneticos. Alem disso, 
eles tem embrioes transparentes que se 
desenvolvem fora da mae, de forma que 
podem-se observar claramente as celulas 
movendo-se e mudando seu carater no 
organismo vivo durante o seu desenvolvi¬ 
mento. (A) Peixe adulto. (B) Um embriao 
24 horas apos a fertilizagao. (A, com per- 
missao de Steve Baskauf; B, de M. Rhinn 
et al., Neural Dev. 4:12, 2009.) 
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Apenas um camundongo mutante feito sob encomenda pode fornecer valiosas in- 
formagoes para os biologos celulares. Ele revela os efeitos de uma mutagao escolhida em 
uma variedade de contextos diferentes, testando simultaneamente a agao do gene em 
todos os tipos diferentes de celulas no corpo que podem, em principio, ser afetadas. 

Os humanos relatam suas proprias peculiaridades 


Figura 1-45 Tempos de divergencia de 
diferentes vertebrados. A escala do lado 
esquerdo mostra a data estimada e a era 
geologica do ultimo ancestral comum para 
cada par de animais especificado. Cada 
tempo estimado esta baseado em compa- 
ragoes das sequences de aminoacidos de 
proteinas ortologas; quanto mais tempo 
os animais de um par tiveram para evoluir 
independentemente, menor o percentual 
de aminoacidos que se manteve identico. 

A escala de tempo foi calibrada para 
corresponder com a evidencia fossil, mos- 
trando que o ultimo ancestral comum de 
mamiferos e aves viveu ha 310 milhoes 
de anos. 

Os numeros do lado direito mostram 
os dados da divergencia de uma sequencia 
para uma proteina especifica - a cadeia 
oc da hemoglobina. Observe que, embora 
haja uma tendencia geral da divergencia 
aumentar com o aumento do tempo para 
essa proteina, ha irregularidades que 
supostamente refletem a agao da selegao 
natural levando a mudangas especialmen- 
te rapidas na sequencia da hemoglobina 
quando os organismos experimentaram 
demandas fisiologicas especiais. Algumas 
proteinas, sujeitas a limitagoes funcionais 
mais extremas, evoluem muito mais lenta- 
mente do que a hemoglobina, outras ate 
cinco vezes mais rapido. Tudo isso leva a 
consideraveis incertezas na estimativa dos 
tempos de divergencia, e alguns especialis- 
tas acreditam que os principals grupos de 
mamiferos divergiram uns dos outros ate 
60 milhoes de anos mais recentemente do 
que e mostrado aqui. (Adaptada de S. Ku¬ 
mar e S.B. Hedges, Nature 392:917-920, 
1998. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 


Como humanos, temos um interesse especial no nosso genoma. Queremos conhecer todo 
o conjunto de partes das quais somos feitos e descobrir como elas funcionam. Mas ate 
mesmo se voce fosse um camundongo, preocupado com a biologia molecular dos camun- 
dongos, os humanos seriam atrativos como modelo genetico de organismos devido a uma 
propriedade especial: por meio de exames medicos e de autorrelatos, catalogamos nossas 
proprias doengas geneticas (e outras). A populagao humana e enorme, hoje constituida por 
cerca de 7 bilhoes de individuos, e essa propriedade de autodocumentagao significa que 
existe uma enorme base de dados de informagao para mutagoes humanas. A sequencia 
do genoma humano de mais de 3 bilhoes de pares de nucleotideos foi determinada para 



Figura 1-46 Humano e camundongo: 
genes e desenvolvimento parecidos. 

O bebe humano e o camundongo mos- 
trados aqui possuem manchas brancas 
similares nas suas testas porque ambos 
tern mutagoes no mesmo gene (chamado 
de Kit), necessario para o desenvolvimento 
e a manutengao das celulas pigmentares. 
(Cortesia de R.A. Fleischman.) 
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Figura 1-47 Um circuito de regulagao 
muito simples - um unico gene regulando 
sua propria expressao pela ligagao de seu 
produto proteico ao seu proprio DNA regu¬ 
lador. Diagramas esquematicos simples como 
este sao encontrados ao longo deste livro. Eles 
geralmente sao usados para resumir o que nos 
sabemos, mas eles deixam muitas questoes sem 
resposta. Quando a proteina se liga, ela inibe 
ou estimula a transcrigao do gene? Qual e a 
relagao entre a taxa de transcrigao e a concen- 
tragao da proteina? Quanto tempo, em media, 
uma molecula de proteina permanece ligada ao 
DNA? Quanto tempo leva para sintetizar cada 
molecula de mRNA ou proteina, e quao rapido 
cada tipo de molecula e degradada? Como 
explicado no Capitulo 8, a modelagem mate¬ 
matica mostra que precisamos de respostas 
quantitativas para todas estas e outras questoes 
antes de podermos predizer o comportamento 
ate mesmo desse sistema de um unico gene. 
Para valores de parametros diferentes, o sis¬ 
tema pode acomodar-se a um unico estado 
de equilibrio; ou pode comportar-se como um 
interruptor, capaz de existir em um ou outro 
de um grupo de estados alternatives; ou pode 
oscilar; ou pode apresentar grandes flutuagoes 
aleatorias. 


milhares de pessoas diferentes, tornando mais facil do que nunca identificar, em nivel mo¬ 
lecular, a mudanga genetica precisa para qualquer fenotipo mutante humano. 

Reunindo-se as pistas a partir de humanos, camundongos, peixes, moscas, ver¬ 
mes, leveduras, plantas e bacterias - utilizando as semelhangas das sequencias genicas 
para mapear as correspondences entre um organismo modelo e outro -, estamos enri- 
quecendo nosso entendimento sobre todos eles. 

Somos todos diferentes nos detalhes 

O que exatamente queremos afirmar quando falamos sobre o genoma humano? Geno- 
ma de quern? Em media, quaisquer duas pessoas escolhidas ao acaso diferem em apro- 
ximadamente 1 ou 2 a cada 1.000 pares de nucleotideos em sua sequencia de DNA. O 
genoma da especie humana e, propriamente falando, uma estrutura muito complexa, 
abrangendo o conjunto completo de variantes genicas encontradas na populagao hu¬ 
mana. O reconhecimento dessa variagao esta nos ajudando a entender, por exemplo, por 
que algumas pessoas sao propensas a uma doenga, e outras pessoas, a outras doengas; 
por que algumas respondem bem a um farmaco, e outras, mal. Tambem esta fornecen- 
do pistas da nossa historia - os deslocamentos e interagoes das populagoes dos nossos 
ancestrais, as infeegoes que eles sofreram e as dietas que comeram. Todos esses fatores 
deixaram tragos nas formas variantes dos genes que sobrevivem hoje nas comunidades 
humanas que habitam o globo. 

Para entender as celulas e os organismos, sera necessario 
matematica, computadores e informagao quantitativa 

Impulsionados pelo conhecimento das sequencias genomicas completas, podemos listar 
os genes, as proteinas e as moleculas de RNA em uma celula, e temos os metodos que nos 
permitem comegar a descrever a complexa rede de interagoes entre eles. No entanto, como 
iremos transformar toda essa informagao em entendimento de como as celulas funcionam? 
Mesmo para um unico tipo celular pertencente a uma unica especie de organismo, a atual 
avalanche de dados parece impressionante. O tipo de raciocinio informal no qual os bio- 
logos geralmente se baseiam parece totalmente inadequado em face de tal complexidade. 

De fato, a dificuldade e maior do que apenas uma questao de sobrecarga de infor¬ 
magao. Os sistemas biologicos, por exemplo, apresentam diversos sistemas de retroali- 
mentagao, e ate o comportamento do mais simples dos sistemas com retroalimentagao e 
dificil de prever apenas por intuigao (Figura 1-47); pequenas mudangas nos parametros 
podem causar mudangas radicais no resultado. Para ir de um diagrama de circuito para 
predigao do comportamento de um sistema, nos precisamos de informagao quantitativa 
detalhada, e para fazer dedugoes a partir dessa informagao, necessitamos da matematica 
e de computadores. 

Tais ferramentas para o raciocinio quantitative sao essenciais, mas outros dados sao 
necessarios. Voce pode pensar que, sabendo como cada proteina influencia uma outra 
proteina, e como a expressao de cada gene e regulada pelos produtos de outros genes, logo 
seriamos capazes de calcular como a celula ira se comportar como um todo, assim como 
um astronomo consegue calcular as orbitas dos planetas, ou um engenheiro quimico pode 
calcular os fluxos atraves de uma fabrica de produtos quimicos. Contudo, qualquer tenta- 
tiva de realizar essa faganha para qualquer sistema semelhante a uma celula viva inteira, 
rapidamente revela os limites do nosso conhecimento atual. As informagoes que temos, 
abundantes como sao, estao repletas de lacunas e incertezas. Alem disso, sao muito mais 
qualitativas do que quantitativas. Frequentemente, os biologos celulares que estudam os 
sistemas de controle celular resumem o seu conhecimento em diagramas esquematicos 
simples - este livro esta cheio deles - em vez de numeros, graficos e equagoes diferenciais. 

Progredir de descrigoes qualitativas e raciocinio intuitivo para descrigoes quantita¬ 
tivas e dedugoes matematicas e um dos maiores desafios da biologia celular contempo- 
ranea. Ate o momento, apenas o desafio de alguns fragmentos simples da maquinaria das 
celulas vivas foi alcangado - subsistemas envolvendo pequenos conjuntos de proteinas, 
ou dois ou tres genes de regulagao cruzada, em que dados teoricos e experimentais sao 
complementares. Discutimos alguns desses exemplos mais adiante no livro, e dedicamos 
a segao final do Capitulo 8 para o papel da quantificagao na biologia celular. 
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O conhecimento e o entendimento proporcionam poder de interferir - nos humanos, 
para evitar ou prevenir doengas; nas plantas, para criar cultivares melhores; nas bacterias, 
para altera-las para nosso proprio uso. Todas essas iniciativas biologicas estao ligadas por- 
que a informagao genetica de todos os organismos vivos esta escrita na mesma linguagem. 
A nova habilidade encontrada pelos biologos moleculares para ler e decifrar essa lingua- 
gem ja comegou a transformar nosso relacionamento com o mundo vivo. O conteudo de 
biologia celular nos capitulos subsequentes ira - esperamos - preparar o leitor para enten- 
der e possivelmente contribuir para a grande aventura cientifica do seculo XXL 

Resumo 

As celulas eucarioticas, por definigao, mantem seu DNA em um compartimento separado por 
uma membrana, o nucleo. Alem disso, elas tem um citoesqueleto para suporte e movimento, 
compartimentos intracelulares elaborados para a digestao e a secregao, a capacidade (em 
muitas especies) de englobar outras celulas e um metabolismo que depende da oxidagao de 
moleculas organicas pela mitocondria. Essas propriedades sugerem que os eucariotos pos- 
sam ter se originado como predadores de outras celulas. As mitocdndrias - e, em plantas, os 
cloroplastos - contem seu proprio material genetico e, evidentemente, evoluiram de bacterias 
queforam assimiladas no citoplasma de celulas ancestrais e sobreviveram como simbiontes. 

As celulas eucarioticas geralmente tem de 3 a 30 vezes mais genes que os procariotos 
e, com frequencia, milhares de vezes mais DNA nao codificador. O DNA nao codificador 
permite grande complexidade na regulagao da expressao genica, como necessario para 
a construgao de organismos multicelulares complexos. Muitos eucariotos, entretanto, sao 
unicelulares - entre eles a levedura S. cerevisiae, que serve como um modelo simples de 
organismo para a biologia da celula eucaridtica, revelando a base molecular de muitos 
processosfundamentais queforam altamente conservados durante 1 bilhao de anos de 
evolugao. Um pequeno numero de outros organismos tambemfoi escolhido para estudo 
intensivo: um verme, uma mosca, um peixe e um camundongo servem como organismos- 
-modelo para animais multicelulares; e uma pequena erva fanerogama serve como mo¬ 
delo para plantas. 

Novas tecnologias, como o sequenciamento genomico, estao produzindo avangos 
surpreendentes sobre nosso conhecimento dos seres humanos, e estao nos ajudando a 
avangar no nosso entendimento sobre a saude e a doenga humanas. Mas os sistemas vivos 
sao incrivelmente complexos, e os genomas dos mamiferos contem multiplos homologos 
semelhantes para a maioria dos genes. Essa redundancia genetica permitiu a diversifica- 
gao e a especializagao de genes para novos propositos, mas tambem torna os mecanismos 
bioldgicos mais diflceis de decifrar. Por essa razao, modelos de organismos mais simples 
tiveram papel fundamental em revelar mecanismos geneticos universais do desenvolvi- 
mento animal, e a pesquisa utilizando esses sistemas permanece essencial para conduzir 
avangos cientificos e medicos. 


OQUE NAO SABEMOS 

• Que novas abordagens podem propor- 
cionar uma visao mais clara da arqueia 
anaerobica que se acredita ter forma- 
do o nucleo da primeira celula euca- 
riotica? Como sua simbiose com uma 
bacteria aerobica levou a mitocondria? 
Em algum lugar na Terra, estarao essas 
celulas ainda nao identificadas que po- 
derao completar os detalhes de como 
as celulas eucarioticas se originaram? 

• 0 sequenciamento de DNA revelou 
um mundo rico e previamente desco- 
nhecido de celulas microbianas, cuja 
grande maioria nao pode ser cultiva- 
da em laboratorio. Como essas celulas 
poderiam ser mais acessiveis para es- 
tudos detalhados? 

• Que novas celulas ou novos organis- 
mos-modelo deveriam ser desenvolvi- 
dos para os cientistas estudarem? Por 
que o foco concentrado nesses mode¬ 
los poderia acelerar o progresso em di- 
regao ao entendimento de um aspecto 
critico da fungao celular que e pouco 
entendido? 

• Como as primeiras membranas celula- 
res se originaram? 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

1-1 Cada membro da familia do gene da hemoglobina hu- 
mana, que consiste em sete genes arranjados em dois con- 
juntos em diferentes cromossomos, e um ortologo para to- 
dos os outros membros. 

1-2 A transferencia genetica horizontal e mais prevalente 
em organismos unicelulares do que em organismos multi¬ 
celulares. 

1-3 A maioria das sequencias de DNA em um genoma bac- 
teriano codifica protemas, enquanto a maioria das sequen¬ 
cias no genoma humano nao. 

Discuta as questdes a seguir. 

1-4 Desde que foi decifrado, ha quatro decadas, alguns 
alegam que o codigo genetico seja um evento acidental, 


enquanto outros tem afirmado que ele foi moldado por se- 
legao natural. Uma caracteristica notavel do codigo gene¬ 
tico e sua resistencia inerente aos efeitos de mutagoes. Por 
exemplo, uma mudanga na terceira posigao de um codon 
geralmente especifica o mesmo aminoacido ou outro com 
propriedades quimicas semelhantes. O codigo natural re- 
siste a mutagao com mais eficiencia (e menos suscetivel ao 
erro) do que a maioria das outras versoes possfveis, como 
ilustrado na Figura Ql-1. Apenas 1 entre 1 milhao de codi- 
gos gerados “ao acaso" pelo computador e mais resistente 
ao erro do que o codigo genetico natural. A extraordinaria 
resistencia do codigo genetico a mutagoes corrobora a sua 
origem como um evento incidental, ou como resultado da 
selegao natural? Explique seu raciocinio. 
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Suscetibilidade a mutagoes 

Figura Q1-1 Suscetibilidade a mutagoes do codigo natural mostrada em 
relagao aos milhoes de codigos alternatives gerados por computador. 

A suscetibilidade mede a mudanga media nas propriedades dos aminoacidos 
causadas pelas mutagoes ao acaso em urn codigo genetico. Urn valor pe- 
queno indica que as mutagoes tendem a causar mudangas menores. (Dados 
cortesia de Steve Freeland.) 

1-5 Voce comegou a caracterizar uma amostra obtida das 
profundezas do oceano de Europa, uma das luas de Jupiter. 
Para sua surpresa, a amostra contem uma forma de vida 
que cresce bem em um meio de cultura rico. A sua analise 
preliminar mostra que ela e celular e contem DNA, RNA e 
protema. Quando voce mostra seus resultados a uma colega, 
ela sugere que a sua amostra foi contaminada com um orga- 
nismo da Terra. Quais abordagens voce poderia tentar para 
distinguir entre a contaminagao e uma nova forma de vida 
celular baseada em DNA, RNA e protema? 

1-6 Nao e tao dificil imaginar o que significa se alimentar 
de moleculas organicas que os organismos vivos produzem. 
Isso e, afinal de contas, o que fazemos. Mas o que significa 
"alimentar-se” da luz solar, como os organismos fototrofi- 
cos fazem? Ou, ate mais estranho, "alimentar-se” de rochas, 
como os organismos litotroficos fazem? Onde esta o "ali- 
mento” por exemplo, na mistura quimica (H 2 S, H 2 , CO, Mn + , 
Fe 2+ , Ni 2+ , CH 4 e NH 4 + ) expelida de uma fenda termal? 

1-7 Quantas arvores diferentes possiveis (padroes de ra- 
mificagao) podem, em teoria, ser desenhadas para mostrar 
a evolugao das bacterias, arqueias e eucariotos, assumindo 
que todos eles se originaram de um ancestral comum? 

1 -8 Os genes para RNA ribossomico sao altamente conser- 
vados (relativamente poucas mudangas na sequencia) em 
todos os organismos na Terra; assim, eles evoluiram muito 
lentamente ao longo do tempo. Os genes de RNA ribossomi¬ 
co "nasceram” perfeitos? 

1-9 Os genes participantes de processos informacionais, 
como replicagao, transcrigao e tradugao, sao transferidos entre 
especies com muito menos frequencia do que genes envolvi- 
dos no metabolismo. A base para essa desigualdade nao esta 
clara no momento, mas uma sugestao e de que ela esteja re- 
lacionada a complexidade fundamental dos dois tipos de pro¬ 
cessos. Os processos informacionais tendem a envolver gran- 
des complexos de diferentes produtos genicos, enquanto as 
reagoes metabolicas sao geralmente catalisadas por enzimas 
compostas por uma so protema. Por que a complexidade do 
processo fundamental - informacional ou metabolico - teria 
algum efeito sobre a taxa de transferencia horizontal de genes? 

1-10 As celulas animais nao tern parede celular e nem clo- 
roplastos, enquanto as plantas tern ambos. As celulas fungi- 
cas estao entre esses dois extremos; elas tern paredes celula- 


res, mas nao tern cloroplastos. As celulas fungicas sao, mais 
provavelmente, celulas animais que ganharam a habilidade 
de sintetizar paredes celulares ou celulas de plantas que 
perderam seus cloroplastos? Essa questao representou uma 
dificuldade para os primeiros investigadores que procura- 
ram atribuir as relagoes evolutivas baseando-se somente nas 
caracteristicas e morfologia celulares. Como voce supoe que 
essa questao foi decidida? 


VERTEBRADOS 



PLANTAS Cevada 



Figura Q1-2 A arvore filogenetica dos genes de hemoglobina de uma varie- 
dade de especies. Os legumes estao destacados em verde. Os comprimentos 
das linhas que conectam as especies atuais representam as distances evoluti¬ 
vas que as separam. 

1-11 Quando os genes de hemoglobina das plantas foram 
descobertos pela primeira vez em legumes, foi tao surpreen- 
dente encontrar um gene tipico do sangue animal que se 
sugeriu que o gene em plantas surgiu por transferencia ho¬ 
rizontal de um animal. Agora, mais genes de hemoglobina 
foram sequenciados, e uma arvore filogenetica com base em 
algumas dessas sequencias e mostrada na Figura Ql- 2 . 

A. Essa arvore suporta ou refuta a hipotese de que a hemo¬ 
globina da planta originou-se por transferencia horizontal 
de gene? 

B. Supondo que os genes da hemoglobina de planta sejam 
originalmente derivados de um parasita nematodeo, por 
exemplo, como voce poderia esperar que a arvore filogene¬ 
tica se parecesse? 

1-12 As taxas de evolugao parecem variar em diferentes li- 
nhagens. Por exemplo, a taxa de evolugao na linhagem do rato 
e significativamente maior do que na linhagem humana. Essas 
diferengas na taxa sao aparentes se forem observadas mudan¬ 
gas em sequencias de nucleotideos que codificam proteinas e 
que estao sujeitas a pressao de selegao, ou as mudangas nas 
sequencias de nucleotideos nao codificadores que nao estao 
sob pressao de selegao evidente. Voce pode fornecer uma ou 
mais explicagoes para a taxa de modificagoes evolutivas ser 
mais lenta na linhagem humana do que na linhagem do rato? 
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Bioenergetica e quimica 
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A primeira vista, e dificil aceitar a ideia de que organismos vivos sejam meramente siste- 
mas quimicos. As inacreditaveis diversidades de formas, seu comportamento com aparente 
proposito e a habilidade de crescer e se reproduzir parecem colocar os organismos vivos a 
parte do mundo dos solidos, dos liquidos e dos gases normalmente descritos pela quimica. 
Realmente, ate o seculo XIX, foi amplamente aceito que os animais tinham uma forga vital 
- um animus - que seria responsavel pelas suas propriedades caracteristicas. 

Sabe-se agora que nao ha nada nos organismos vivos que desobedega as leis da 
quimica ou da fisica. Mesmo assim, a quimica da vida e especial. Primeiro, ela esta ba- 
seada fundamentalmente em compostos de carbono, cujo estudo e chamado de quimica 
organica. Segundo, as celulas sao constituidas por 70% de agua, e a vida depende quase 
exclusivamente de reagoes quimicas que ocorrem em solugoes aquosas. Terceiro, e mais 
importante, a quimica das celulas e bastante complexa, mesmo a mais simples delas tern 
uma quimica muito mais complicada do que qualquer outro sistema quimico conheci- 
do. Particularmente, embora as celulas possuam uma grande variedade de moleculas 
pequenas contendo carbono, a maior parte dos atomos de carbono presente nas celulas 
esta incorporada em grandes moleculas polimericas - cadeias formadas por subunida- 
des quimicas ligadas pelas extremidades das subunidades. As propriedades unicas des- 
sas macromoleculas permitem que as celulas e os organismos cresgam, reproduzam-se e 
desempenhem todas as demais atividades peculiares a vida. 

COMPONENTES QUIMICOS DA CELULA 

Os organismos vivos sao compostos por somente uma pequena selegao dos 92 elemen- 
tos que ocorrem naturalmente, sendo que apenas quatro deles - carbono (C), hidro- 
genio (H), nitrogenio (N) e oxigenio (O) - perfazem 96,5% do peso de um organismo 
(Figura 2-1). Os atomos desses elementos sao ligados um ao outro por ligagdes covalen- 
tes, formando moleculas (ver Painel 2-1, p. 90-91). Uma vez que as ligagoes covalentes 
geralmente sao cem vezes mais fortes que a energia termica presente nas celulas, os ato¬ 
mos nao sao separados por essa excitagao termica e as ligagdes sao rompidas apenas em 
reagoes especificas com outros atomos ou moleculas. Duas moleculas diferentes tambem 
podem se manter juntas por meio de ligagdes nao covalentes, que sao muito mais fracas 
(Figura 2-2). Posteriormente, sera visto que as ligagdes nao covalentes sao importantes 
em muitas situagoes nas quais as moleculas devem se associar e dissociar prontamente 
para desempenharem suas fungoes biologicas. 


Numero atomico 
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Figura 2-1 Os principals elementos das 
celulas, destacados na tabela perio¬ 
dica. Quando os elementos sao colocados 
de acordo com os seus numeros atomicos 
e organizados dessa maneira, eles se 
agrupam em colunas verticals que indicam 
propriedades semelhantes. Os atomos de 
uma mesma coluna vertical devem ganhar 
(ou perder) o mesmo numero de eletrons 
para preencherem sua camada mais ex¬ 
terna e, assim, comportam-se de maneira 
semelhante na formagao de ions ou de 
ligagoes. Dessa forma, por exemplo, Mg e 
Ca tendem a perder dois eletrons de suas 
camadas mais externas. C, N e 0 situam- 
-se na mesma linha horizontal e tendem a 
completar suas segundas camadas com- 
partilhando eletrons. 

Os quatro elementos destacados em 
vermelho constituem 99% do numero 
total de atomos no corpo humano. 

Os sete elementos destacados em azul, 
em conjunto, representam 0,9% do total. 
Os elementos destacados em verde sao 
necessarios em quantidades-trago pelo ho- 
mem. Permanece incerto se os elementos 
mostrados em amarelo sao essenciais para 
o homem. Parece que a quimica da vida e, 
portanto, predominantemente a quimica 
dos elementos mais leves. Os pesos ato¬ 
micos mostrados sao os do isotopo mais 
comum de cada um dos elementos. 
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Figura 2-2 Algumas formas de ener- 
gia importantes para as celulas. Uma 

propriedade essencial de qualquer ligagao 
covalente ou nao covalente e sua forga. 

A forga de uma ligagao e medida pela 
quantidade de energia necessaria para 
romper a ligagao, expressa tanto em 
unidades de quilojoules por mol (kJ/mol) 
ou quilocalorias por mol (kcal/mol). As- 
sim, se for necessario o fornecimento de 
100 kJ de energia para romper 6 x 10 23 
ligagoes de urn tipo especifico (i.e., 1 mol 
dessas ligagoes) a forga dessa ligagao sera 
100 kJ/mol. Observe que nesse diagrama 
as energias estao comparadas em uma 
escala logaritmica. Os comprimentos e 
as forgas de ligagao das principais classes 
de ligagoes quimicas estao mostrados na 
Tabela 2-1. 

Urn (1) joule (J) e a quantidade de 
energia necessaria para mover urn objeto 
por 1 metro contra uma forga de 1 Newton. 
Essa medida de energia e derivada das uni¬ 
dades SI (Systeme Internationale d'Unites), 
sistema que e usado universalmente pelos 
fisicos. Uma segunda unidade de energia, 
geralmente usada pelos biologos celulares, e 
a quilocaloria (kcal); 1 caloria e a quantidade 
de energia necessaria para elevar a tempe- 
ratura de 1 grama de agua em 1°C; 1 kJ e 
igual a 0,239 kcal (1 kcal = 4,18 kJ). 
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A agua e mantida coesa por ligagoes de hidrogenio 

As reagoes ocorrem no interior das celulas em um ambiente aquoso. A vida na Terra 
comegou nos oceanos, e as condigoes daquele ambiente primitivo imprimiram caracte- 
risticas indeleveis na quimica dos seres vivos. Assim, a vida depende das propriedades 
quimicas da agua. Essas propriedades estao revistas no Painel 2-2 (p. 92-93). 

Em cada molecula de agua (H 2 0), os dois atomos de H ligam-se ao atomo de O 
por ligagoes covalentes. As duas ligagoes sao altamente polares porque o O atrai for- 
temente eletrons, enquanto o H os atrai apenas fracamente. Como consequencia, ha 
uma distribuigao nao equitativa de eletrons na molecula de agua, com predominancia 
de carga positiva nos dois atomos de H e de carga negativa no O. Quando uma regiao da 
molecula de agua carregada positivamente (i.e., um dos dois atomos de H) se aproxima 
de uma regiao carregada negativamente (i.e., do O) de uma segunda molecula de agua, 
a atragao eletrica entre elas pode resultar em uma ligagao de hidrogenio. Essas ligagoes 
sao muito mais fracas do que as ligagoes covalentes e sao facilmente rompidas pelo 
movimento cinetico aleatorio que reflete a energia termica das moleculas. Entretanto, 
o efeito combinado de um grande numero de ligagoes fracas pode ser muito grande. 
Por exemplo, cada molecula de agua pode formar ligagoes de hidrogenio, atraves de 
seus dois atomos de H, com duas outras moleculas de agua, formando uma rede na 
qual ligagoes de hidrogenio sao rompidas e formadas de modo contmuo. A agua e um 
liquido a temperatura ambiente, com alto ponto de ebuligao e alta tensao superficial, 
e nao um gas, exatamente porque as moleculas sao mantidas unidas devido a ligagoes 
de hidrogenio. 

Moleculas como os alcoois, que possuem ligagoes covalentes polares e que po- 
dem formar ligagoes de hidrogenio com a agua, dissolvem-se facilmente em agua. 
Da mesma maneira, moleculas que possuem cargas (ions) interagem favoravelmente 
com a agua. Essas moleculas sao denominadas hidrofilicas para indicar que “gostam 
de agua” Muitas das moleculas presentes no ambiente aquoso das celulas, incluindo 
os agucares, o DNA, o RNA e a maioria das proteinas, forgosamente pertencem a essa 
categoria. Contrariamente, moleculas hidrofobicas (moleculas que “nao gostam de 
agua") nao possuem carga eletrica e formam poucas ligagoes de hidrogenio ou ne- 
nhuma, de modo que nao se dissolvem em agua. Os hidrocarbonetos sao um exemplo 
importante. Nessas moleculas, todos os atomos de H estao ligados de modo covalente 
a atomos de C por ligagoes apolares, e, dessa forma, eles nao podem formar ligagoes 
polares com outras moleculas (ver Painel 2-1, p. 90). Isso faz os hidrocarbonetos serem 
totalmente hidrofobicos, propriedade que e aproveitada pelas celulas, cujas membra- 
nas, como sera visto no Capitulo 10, sao formadas por moleculas que possuem longas 
caudas hidrocarbonadas. 


Quatro tipos de interagoes nao covalentes contribuem para 
manter a associagao entre as moleculas em uma celula 

Grande parte da biologia depende de ligagoes especificas entre diferentes moleculas 
formadas por tres tipos de ligagoes nao covalentes: atragoes eletrostaticas (ligagoes io- 
nicas), ligagoes de hidrogenio e atragoes (ou forga) de van der Waals. Ha ainda um 
quarto fator que promove a atragao das moleculas: a forga hidrofobica. As propriedades 
desses quatro tipos de atragoes estao mostradas no Painel 2-3 (p. 94-95). Embora indi- 
vidualmente cada atragao nao covalente possa ser muito fraca para ser eficiente diante 
da energia termica das moleculas, a soma de suas energias pode criar uma forga inten- 
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Figura 2-3 Esquema mostrando como duas macromoleculas com superficies 
complementares podem se ligar firmemente uma a outra atraves de ligagoes 
nao covalentes. Ligagoes qumnicas nao covalentes tem 1/20 da forga de uma ligagao 
covalente. Elas sao capazes de produzir uma ligagao forte somente quando muitas delas 
se formarem simultaneamente. Embora apenas atragoes eletrostaticas estejam represen- 
tadas no esquema, geralmente todas as quatro forgas nao covalentes contribuem para 
que duas macromoleculas se mantenham ligadas (Animagao 2.1). 

sa entre duas moleculas que estejam separadas. Dessa maneira, conjuntos de atragoes 
nao covalentes permitem que as superficies complementares de duas moleculas mante¬ 
nham essas duas macromoleculas associadas entre si (Figura 2-3). 

A Tabela 2-1 compara as forgas de ligagoes nao covalentes com a forga tipica de 
uma ligagao covalente na presenga e na ausencia de agua. Observe que a agua, por for- 
mar interagoes que competem com as moleculas envolvidas, reduz muito a forga tanto 
das atragoes eletrostaticas como das ligagoes de hidrogenio. 

A estrutura de uma ligagao de hidrogenio tipica esta ilustrada na Figura 2-4. Es¬ 
sas ligagoes correspondem a uma forma especial de interagao polar na qual um atomo 
de hidrogenio, que e eletropositivo, e compartilhado por dois atomos eletronegativos. 
Seus atomos de hidrogenio podem ser vistos como se fossem um proton que se dissociou 
apenas parcialmente de um atomo doador e, portanto, pode ser compartilhado por um 
segundo atomo aceptor. Ao contrario de uma interagao eletrostatica tipica, essa ligagao 
e altamente direcional - sendo mais intensa quando uma linha reta pode ser desenhada 
ligando todos os tres atomos nela envolvidos. 

O quarto efeito que normalmente une moleculas quando estao em presenga de 
agua, estritamente falando, nao e propriamente uma ligagao. Uma forga hidrofobica 
muito importante e formada pela expulsao de superficies nao polares da rede de agua 
mantida por ligagoes de hidrogenio, de modo que essas superficies nao polares ja nao 
interferem fisicamente nas interagoes altamente favoraveis que ocorrem entre as mo¬ 
leculas de agua. Manter essas superficies nao polares unidas reduz o contato delas 
com a agua. Nesse sentido, a forga e inespecifica. Entretanto, como esta mostrado no 
Capitulo 3, as forgas hidrofobicas sao fundamentals para o enovelamento adequado 
das proteinas 

Algumas moleculas polares formam acidos e bases em agua 

Um dos tipos de reagao quimica mais simples, e que tem grande importancia para as 
celulas, ocorre quando uma molecula que possui alguma ligagao covalente altamente 
polar entre um hidrogenio e outro atomo dissolve-se em agua. Em tais moleculas, o ato¬ 
mo de hidrogenio doa seu eletron quase totalmente para o atomo parceiro e, portanto, 
existe como um niicleo de hidrogenio carregado positivamente e praticamente despro- 
vido de eletron - em outras palavras, um proton (H + ). Quando uma molecula polar fica 
rodeada por moleculas de agua, o proton e atraido pela carga parcialmente negativa do 
atomo de O de uma molecula de agua adjacente. Esse proton pode se dissociar facilmen- 
te do seu parceiro original e se associar ao atomo de oxigenio de uma molecula de agua, 
gerando um ion hidronio (H 3 0 + ) (Figura 2-5A). A reagao inversa tambem ocorre muito 


TABELA 2-1 


Ligagoes quimicas covalentes e nao covalentes 


Tipo de ligagao 

Comprimento (nm) 

Forga (kJ/ mol)** 

No vacuo Na agua 

Covalente 


0,15 

377 (90) 

377 (90) 

Nao covalente 

Ionica* 

0,25 

335 (80) 

12,6(3) 


Hidrogenio 

0,30 

16,7 (4) 

4,2(1) 

Forga de van der Waals 
(por atomo) 

0,35 

0,4 (0,1) 

0,4 (0,1) 


*A ligagao ionica e uma atragao eletrostatica entre dois atomos completamente carregados. **Os valores em 
parenteses estao em kcal/mol. 1 kJ = 0,239 kcal e 1 kcal = 4,18 kJ. 
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Figura 2-4 Ligagoes de hidrogenio. (A) 

Modelo de esfera e bastao de uma ligagao de 
hidrogenio tipica. A distancia entre o atomo de 
hidrogenio e o atomo de oxigenio e menor do 
que a soma dos seus raios de van der Waals, 
o que indica haver compartilhamento parcial 
de eletrons. (B) As ligagoes de hidrogenio mais 
comuns encontradas nas celulas. 
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Figura 2-5 Os protons se movem facil- 
mente em solucoes aquosas. (A) Reagao 
que ocorre quando uma molecula de 
acido acetico dissolve-se em agua. Em pH 
7, praticamente todo o acido acetico esta 
presente na forma de ion acetato. (B) As 
moleculas de agua estao continuamente 
trocando protons umas com as outras, for- 
mando ions hidronio e hidroxila. Por sua 
vez, esses ions rapidamente recombinam- 
-se formando moleculas de agua. 
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rapidamente, de modo que, em uma solugao aquosa, os protons estao constantemente 
passando de uma molecula de agua para outra. 

As substancias que liberam protons quando dissolvidas em agua, formando, as- 
sim, H 3 0 + , sao denominadas acido. Quanto maior a concentragao de H 3 0 + , mais acida e 
a solugao. H 3 0 + esta presente mesmo na agua pura, na concentragao de 10 7 M, como re- 
sultado do movimento dos protons de uma molecula de agua para outra (Figura 2-5B). 
Por convengao, a concentragao de H 3 0 + normalmente e chamada de concentragao de 
H + , mesmo que a maior parte dos protons presentes na solugao estejam na forma H 3 0 + . 
Para evitar o uso de numeros incomodos de manusear, a concentragao de H 3 0 + e expres- 
sa usando uma escala logaritmica denominada escala de pH. A agua pura tern pH 7,0 e e 
considerada neutra, isto e, nem acida (pH < 7) e nem basica (pH > 7). 

Os acidos sao classificados como fortes ou fracos, dependendo da sua tendencia a 
doar protons para a agua. Os acidos fortes, como o acido cloridrico (HC1) liberam pro¬ 
tons com facilidade. O acido acetico, por outro lado, e um acido fraco porque ele mantem 
seus protons mais firmemente quando dissolvido em agua. Muitos acidos importantes 
para as celulas, como as moleculas que contem um grupo carboxila (COOH), sao acidos 
fracos (ver Painel 2-2, p. 92-93). 

Uma vez que os protons de um ion hidronio podem ser transferidos facilmente 
para muitos dos tipos de moleculas presentes nas celulas, a concentragao de H 3 0 + dentro 
das celulas (a acidez) deve ser rigidamente regulada. Os acidos, especialmente os acidos 
fracos, doam protons mais facilmente quando a concentragao de H 3 0 + da solugao for 
baixa e tenderao a receber os protons de volta quando a concentragao de H 3 0 + for alta. 

A base e o oposto de acido. Qualquer molecula capaz de aceitar um proton de 
uma molecula de agua e denominada base. O hidroxido de sodio (NaOH) e uma base 
(os termos alcali ou alcalino tambem sao usados) porque ele se dissocia facilmente em 
solugoes aquosas formando ions Na + e OH . Devido a essa propriedade, o NaOH e de- 
nominado base forte. Para as celulas, entretanto, as bases fracas - aquelas que tern uma 
tendencia fraca a aceitar reversivelmente um proton da agua - sao mais importantes. 
Muitas moleculas de importancia biologica contem um grupo amino (NH 2 ). Esse grupo 
e uma base fraca que pode gerar OH' ao aceitar um proton da agua: -NH 2 + H 2 0 —» -NH 3 + 
+ OH“ (ver Painel 2-2, p. 92-93). 

Uma vez que o ion OH se combina com um ion H 3 0 + para formar moleculas de 
agua, um aumento na concentragao de OH forga uma diminuigao na concentragao 
de H 3 0 + e vice-versa. Uma solugao de agua pura contem concentragoes (10 7 M) iguais 
dos dois ions, fazendo ela ser neutra. O interior das celulas tambem e mantido proximo 
da neutralidade pela presenga de acidos e bases fracos (tampoes) que podem liberar 
ou receber protons proximos do pH 7, o que mantem o ambiente celular relativamente 
constante sob uma grande variedade de condigoes. 

As celulas sao formadas por compostos de carbono 

Apos serem revisadas as maneiras pelas quais os atomos de carbono combinam-se para 
formar moleculas e os seus comportamentos em ambiente aquoso, agora serao exami- 
nadas as principais classes de moleculas pequenas presentes nas celulas. Sera visto que 
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um pequeno numero de categorias de moleculas, compostas por um pequeno numero 
de elementos diferentes, originam toda a extraordinaria riqueza de formas e de compor- 
tamentos apresentada pelos seres vivos. 

Desconsiderando a agua e os ions inorganicos como, por exemplo, o potassio, 
praticamente todas as moleculas de uma celula tern o carbono como base. Em compa- 
ragao com todos os demais elementos, o carbono e inigualavel na sua capacidade de 
formar moleculas grandes. O silicio vem em segundo lugar, porem muito atras. Devido 
ao seu pequeno tamanho e ao fato de possuir quatro eletrons e quatro vacancias na ul¬ 
tima camada, o atomo de carbono pode formar quatro ligagoes covalentes com outros 
atomos. Mais importante ainda, um atomo de carbono pode ligar-se com outros atomos 
de carbono por meio da ligagao C-C, que e altamente estavel, de modo a formar cadeias 
e aneis e, assim, formar moleculas grandes e complexas, nao havendo mesmo um limite 
imaginavel para o tamanho das moleculas que podem ser formadas. Os compostos de 
carbono formados pelas celulas sao denominados moleculas organicas. Por outro lado, 
todas as demais moleculas, inclusive a agua, sao denominadas moleculas inorganicas. 

Certas combinagoes de atomos, como as dos grupos metila (-CH 3 ), hidroxila 
(-OH), carboxila (-COOH), carbonila (-C=0), fosfato (-P0 3 2 ), sulfidrila (-SH) e ami¬ 
no (-NH 2 ), ocorrem repetidamente nas moleculas feitas por celulas. Cada um desses 
grupos quimicos tern propriedades quimicas e fisicas distintas que influenciam o corn- 
portamento das moleculas que contem esses grupos. Os grupos quimicos mais comuns 
e algumas de suas propriedades estao resumidos no Painel 2-1 (p. 90-91). 

As celulas contem quatro famflias principals de moleculas 
organicas pequenas 

As moleculas organicas pequenas das celulas sao compostos baseados no carbono e tern 
peso molecular na faixa entre 100 e 1.000, contendo cerca de 30 atomos de carbono. Elas 
geralmente sao encontradas livres em solugao e tern varios destinos. Algumas sao utiliza- 
das como subunidades - mondmeros - para compor gigantescas macromoleculas polime- 
ricas — protemas, acidos nucleicos e os grandes polissacarideos. Outras atuam como fonte 
de energia e sao degradadas e transformadas em outras moleculas pequenas pela rede 
complexa de vias metabolicas intracelulares. Muitas dessas moleculas pequenas tern mais 
de um papel na celula; por exemplo, determinada molecula pode servir como subunidade 
de alguma macromolecula ou como fonte de energia. As moleculas organicas pequenas 
sao muito menos abundantes que as macromoleculas organicas e perfazem somente cerca 
de um decimo do total da massa de materia organica de uma celula. Em uma celula tipica, 
podem existir aproximadamente milhares de tipos diferentes de moleculas pequenas. 

Todas as moleculas organicas sao sintetizadas a partir de (e degradadas ate) um 
mesmo conjunto de compostos simples. Consequentemente, os compostos presentes 
nas celulas sao quimicamente relacionados entre si e podem ser classificados dentro 
de um pequeno grupo de familias distintas. De modo geral, as celulas contem quatro 
familias principais de moleculas organicas pequenas: os agucares, os acidos graxos, os 
nucleotideos e os aminoacidos (Figura 2-6). Embora muitos dos compostos presentes 
nas celulas nao se enquadrem nessas categorias, as quatro familias de moleculas orga¬ 
nicas pequenas, juntamente com as macromoleculas formadas por suas ligagoes em 
longas cadeias, correspondem a uma enorme proporgao da massa celular. 

Os aminoacidos e as protemas que sao formadas por eles serao objeto do Capi- 
tulo 3. Resumos das propriedades das tres familias restantes, agucares, acidos graxos 
e nucleotideos, podem ser encontrados, respectivamente, nos Paineis 2-4, 2-5 e 2-6 
(ver p. 96-101). 

A qufmica das celulas e dominada por macromoleculas com 
propriedades extraordinarias 

Em termos de peso, as macromoleculas sao, sem diivida, as mais abundantes entre 
todas as moleculas que contem carbono presentes nas celulas vivas (Figura 2-7). Elas 
constituem as principais unidades fundamentais que formam as celulas e tambem os 
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Figura 2-6 As quatro principals familias de moleculas organicas pequenas 
encontradas nas celulas. Essas moleculas pequenas sao as unidades fundamen¬ 
tals monomericas, ou subunidades, da maioria das macromoleculas e de outros 
agregados celulares. Alguns deles, como os agucares e os acidos graxos, tambem 
sao fontes de energia. Suas estruturas estao representadas aqui, e sao mostradas 
com maiores detalhes nos paineis ao final deste capitulo e no Capitulo 3. 


componentes que conferem as caracteristicas mais distintivas dos seres vivos. Nas celu¬ 
las, as macromoleculas sao polimeros construidos simplesmente por ligagoes covalentes 
entre pequenas moleculas organicas (chamadas de monomeros), formando cadeias lon- 
gas (Figura 2-8). Essas macromoleculas possuem muitas propriedades extraordinarias 
que nao podem ser previstas com base em seus constituintes. 

As protemas sao abundantes e incrivelmente versateis. Elas desempenham milha- 
res de fungoes diferentes nas celulas. Muitas protemas funcionam como enzimas - ca- 
talisadores que facilitam o enorme numero de reagoes que formam e que rompem as 
ligagoes covalentes necessarias para as celulas. Todas as reagoes pelas quais as celulas 
extraem energia das moleculas dos alimentos sao catalisadas por protemas que funcio¬ 
nam como enzimas (p. ex., a enzima denominada ribulose bisfosfato carboxilase con¬ 
verts nos organismos fotossinteticos, o C0 2 em agucares), produzindo a maior parte da 
materia organica necessaria para a vida na Terra. Outras protemas sao utilizadas para 
construir componentes estruturais, como a tubulina - uma protema que se autoagrega 
de maneira organizada para formar os longos microtubulos das celulas - ou as histonas - 
protemas que compactam o DNA nos cromossomos. Alem disso, outras protemas atuam 
como motores moleculares que produzem forga e movimento, como e o caso da miosina 
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Figura 2-7 Distribuigao das moleculas nas celulas. Composigao aproximada de uma celula bacteriana em 
massa. A composigao de uma celula animal e semelhante, mesmo que o volume seja aproximadamente 1.000 
vezes maior. Observe que as macromoleculas predominam. Os principals ions inorganicos incluem Na + , K + , Mg 2+ , 
Ca 2+ e CP. 

















CAPITULO 2 Bioenergetica e qufmica celular 49 


nos musculos. As protemas podem ter uma ampla variedade de outras fungoes. Mais 
adiante neste livro, as bases moleculares de muitas protemas serao examinadas. 

Embora as reagoes quimicas que adicionam subunidades a cada polimero (protei- 
nas, acidos nucleicos e polissacarideos) tenham detalhes diferentes, elas compartilham 
caracteristicas comuns importantes. O crescimento dos polimeros ocorre pela adigao 
de um monomero a extremidade da cadeia polimerica que esta crescendo, por meio de 
uma reagao de condensagao, na qual uma molecula de agua e perdida cada vez que uma 
subunidade e adicionada (Figura 2-9). A polimerizagao pela adigao de monomeros, um 
a um, para formar cadeias longas, e a maneira mais simples de construir uma molecula 
grande e complexa, pois as subunidades sao adicionadas por uma mesma reagao que 
e repetida muitas e muitas vezes pelo mesmo conjunto de enzimas. Deixando de lado 
alguns dos polissacarideos, a maior parte das macromoleculas e formada a partir de um 
conjunto limitado de monomeros com pequenas diferengas entre si, como os 20 ami- 
noacidos que participam da composigao das protemas. Para a vida, e fundamental que 
as cadeias de polimeros nao sejam feitas pela adigao das subunidades aleatoriamente. 
Ao contrario, as subunidades sao adicionadas segundo uma ordem bem definida, ou 
sequencia. Os mecanismos sofisticados que permitem que as enzimas desempenhem 
essa fungao estao descritos nos Capitulos 5 e 6. 


SUBUNIDADE MACROMOLECULA 



Agucar Polissacarfdeo 



Aminoacido Protefna 

Nucleotfdeo Acido nucleico 

Figura 2-8 Tres famflias de macromolecu¬ 
las. Cada uma delas e um polimero formado 
por moleculas pequenas (denominadas mono¬ 
meros), ligadas entre si por ligagoes covalentes. 


Ligagoes nao covalentes determinam tanto a forma precisa 
das macromoleculas como a forma com que se ligam a outras 
moleculas 

A maior parte das ligagoes covalentes das macromoleculas permite que atomos que par¬ 
ticipam da ligagao girem, de modo que as cadeias de polimeros possuam grande flexi- 
bilidade. Em principio, isso possibilita que a macromolecula adote um numero prati- 
camente ilimitado de formas, ou conformagdes, devido a torgoes e giros induzidos pela 
energia termica, que e aleatoria. Entretanto, as formas especificas da maior parte das 
macromoleculas sao altamente condicionadas pelas muitas ligagoes nao covalentes fra¬ 
cas formadas entre diferentes partes da propria molecula. Caso essas ligagoes nao cova¬ 
lentes sejam formadas em numero suficiente, a cadeia do polimero pode ter preferencia 
por uma dada conformagao, que e determinada pela sequencia linear dos monomeros 
na cadeia. Devido a isso, praticamente todas as moleculas de protema, e tambem muitas 
das pequenas moleculas de RNA encontradas nas celulas, organizam-se em uma confor¬ 
magao preferencial (Figura 2-10). 

Os quatro tipos de interagoes nao covalentes que sao importantes para as mole¬ 
culas biologicas foram apresentados previamente neste capitulo e sao mais bem discu- 
tidos no Painel 2-3 (p. 94-95). Alem de fazer as macromoleculas biologicas terem suas 
formas caracteristicas, essas ligagoes tambem criam atragoes fortes entre duas ou mais 
moleculas diferentes (ver Figura 2-3). Essas formas de interagoes moleculares possibi- 
litam uma grande especificidade porque os contatos multiplos necessarios para uma 
associagao forte permitem que uma macromolecula selecione, por meio da associagao, 
apenas um entre os muitos milhares de outros tipos de moleculas presentes nas celulas. 
Alem disso, uma vez que a intensidade da associagao depende do numero de ligagoes 
nao covalentes formadas, e possivel que ocorram interagoes com praticamente qual- 
quer grau de afinidade, permitindo, assim, que se dissociem de forma rapida quando 
for apropriado. 
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Figura 2-9 A condensagao e a hidrolise sao reagoes opostas. As macromoleculas das celulas sao polimeros 
formados por subunidades (ou monomeros) por meio de reagoes de condensagao e sao degradadas por reagoes 
de hidrolise. Energeticamente, as reagoes de condensagao sao desfavoraveis e, portanto, a formagao de polfme¬ 
ros requer um suprimento de energia, como sera descrito adiante no texto. 
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Figura2-10 Enovelamento das mole- 
culas de proteina e de RNA em formas 
tridimensionais especialmente esta- 
veis, ou conformagoes. Se as ligagoes 
nao covalentes que mantem a conforma- 
gao estavel forem rompidas, a molecula 
passa a ser uma cadeia flexivel e perde sua 
atividade biologica. 



Como discutiremos a seguir, associagoes desse tipo constituem a base de todas as 
catalises biologicas, tornando possivel que as protemas funcionem como enzimas. Alem 
disso, interagoes nao covalentes possibilitam que as macromoleculas sejam utilizadas 
como unidades fundamentals na formagao de estruturas maiores de modo a formar ma- 
quinas intrincadas, com muitas partes moveis, que desempenham fungoes complexas, 
como a replicagao do DNA e a smtese de protemas (Figura 2-11). 

Resumo 

Os organismos vivos sao sistemas quimicos autdnomos que se autopropagam. Eles sao 
formados por um conjunto restrito e determinado de pequenas moleculas baseadas em 
carbono que essencialmente sao as mesmas em todas as especies de seres vivos. Cada uma 
dessas pequenas moleculas eformada por um pequeno conjunto de atomos ligados entre 
si por ligagoes covalentes em uma configuragao precisa. As principals categorias sao os 
agucares, os acidos graxos, os aminoacidos e os nucleotideos. Os agucares constituem a 
fonte primaria de energia quimica das celulas e podem ser incorporados em polissacari- 
deos para o armazenamento de energia. Os acidos graxos tambem sao importantes como 
reserva de energia, mas sua jungao fundamental e a formagao das membranas biologicas. 
Cadeias longas de aminoacidos formam as macromoleculas, notavelmente diversas e ver- 
sateis, conhecidas como protemas. Os nucleotideos tern um papel central nas transferen¬ 
ces de energia e tambem sao subunidades que participam na formagao das macromole¬ 
culas informacionais: RNA e DNA. 

A maior parte da massa seca de uma celula consiste em macromoleculas que sao 
polimeros lineares de aminoacidos (protemasj ou de nucleotideos (DNA e RNA) ligados 
entre si covalentemente, segundo uma ordem exata. A maioria das moleculas de protemas 
e muitas das moleculas de RNA enovelam-se em uma conformagao unica que e determi- 
nada pela sequencia de suas subunidades. Esse processo de enovelamento cria superficies 


SUBUNIDADES -» 

Ligagoes covalentes 


p. ex., agucares, aminoacidos 
e nucleotideos 



p. ex., proteinas globulares 
e RNA 


30 nm 

p. ex., ribossomo 


Figura 2-11 Pequenas moleculas ligam-se covalentemente formando macromoleculas que, por sua vez, formam grandes complexos atraves de 
ligagoes nao covalentes. As pequenas moleculas, as proteinas e o ribossomo estao ilustrados aproximadamente em escala.Os ribossomos sao parte central da ma- 
quinaria que as celulas utilizam para fazer as proteinas: cada ribossomo e um complexo de aproximadamente 90 macromoleculas (moleculas de proteinas e de RNA). 
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tambem unicas, que resultam de urn grande conjunto de interagdes fracas produzidas por 
forgas nao covalentes entre os atomos constituintes dessas moleculas. Essasforgas sao de 
quatro tipos: ligagao idnica, ligagao de hidrogenio, atragoes de van der Waals e interagdes 
entre grupos nao polares causadas pela sua expulsao hidrofobica da agua. Esse mesmo 
conjunto de forgas fracas controla a ligagao espedfica de outras moleculas as macromole- 
culas, tornando posswel a miriade de associagdes entre moleculas bioldgicas queformam 
as estruturas e a quimica das celulas. 

CATAUSE E 0 USO DE ENERGIA PELAS CELULAS 

Uma propriedade dos seres vivos, mais do que qualquer outra, os faz parecerem quase 
miraculosamente diferentes da materia nao viva: eles criam e mantem ordem em um 
universo que esta sempre tendendo a uma maior desordem (Figura 2-12). Para criar 
essa ordem, as celulas dos organismos vivos devem executar um fluxo interminavel de 
reagoes quimicas. Em algumas dessas reagoes, as moleculas pequenas - aminoacidos, 
agucares, nucleotideos e lipideos - sao diretamente usadas ou modificadas para suprir 
as celulas com todas as outras moleculas pequenas de que elas necessitam. Em outras 
reagoes, moleculas pequenas sao usadas para construir a enorme e diversificada gama 
de protemas, de acidos nucleicos e de outras macromoleculas que conferem as proprie- 
dades caracteristicas dos sistemas vivos. Cada celula pode ser vista como se fosse uma 
pequena industria quimica, executando milhoes de reagoes a cada segundo. 

As enzimas organizam o metabolismo celular 

Sem enzimas, as reagoes quimicas que as celulas executam normalmente ocorreriam 
apenas em temperaturas muito mais altas do que a temperatura do interior das celulas. 
Em fungao disso, cada reagao requer um potenciador especifico das reatividades qui¬ 
micas. Essa necessidade e crucial porque ela possibilita que a celula controle sua pro¬ 
pria quimica. O controle e exercido por meio de catalisadores biologicos especializados. 
Quase sempre eles sao protemas denominadas enzimas, embora tambem existam RNAs 
catalisadores, denominados ribozimas. Cada enzima acelera, ou catalisa, apenas um dos 
muitos tipos possiveis de reagoes que uma determinada molecula pode sofrer. As rea¬ 
goes catalisadas por enzimas sao conectadas em serie, de modo que o produto de uma 
reagao torna-se o material de partida, ou substrato, da reagao seguinte (Figura 2-13). 
As vias de reagoes sao lineares e longas e ainda interligadas umas as outras, formando 
uma rede de reagoes interconectadas. E isso que permite as celulas sobreviverem, cres- 
cerem e se reproduzirem. 

Dois fluxos opostos de reagoes ocorrem nas celulas: (1) as vias catabolicas degra- 
dam os alimentos em moleculas menores e geram tanto energia, em uma forma utiliza- 
vel pelas celulas, como tambem geram as pequenas moleculas que as celulas necessi¬ 
tam como unidades fundamentais, e (2) as vias anabolicas, ou biossinteticas, que usam 



Figura 2-12 As estruturas biologicas sao altamente ordenadas. Padroes espaciais bem definidos, rebuscados e bonitos, podem ser encontrados em cada 
um dos niveis de organizagao dos seres vivos. Por ordem crescente de tamanho: (A) moleculas de proteinas que revestem um virus (parasita que, embora teori- 
camente nao seja vivo, contem os mesmos tipos de moleculas encontradas nos seres vivos); (B) vista do corte transversal do arranjo regular dos microtubulos da 
cauda de um espermatozoide; (C) contorno da superficie de um grao de polen (uma unica celula); (D) corte transversal de um caule mostrando o padrao de ar¬ 
ranjo das celulas; e (E) organizagao espiralada das folhas de uma planta suculenta. (A, cortesia de Robert Grant, Stephane Crainic e James M. Hogle; B, cortesia 
de Lewis Tilney; C, cortesia de Colin MacFarlane e Chris Jeffree; D, cortesia de Jim Haseloff.) 
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Figura 2-13 Como um conjunto de reagoes catalisadas por enzimas origina uma via metabolica. Cada 
uma das enzimas catalisa uma determinada reagao qufmica, sendo que a enzima permanece inalterada apos 
a reagao. Nesse exemplo, um conjunto de enzimas atua em serie para converter a molecula A na molecula F, 
formando uma via metabolica. (Um diagrama das muitas reagoes que ocorrem nas celulas humanas, usando a 
abreviagao acima, e mostrado na Figura 2-63.) 
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Figura 2-14 Representagao esquematica 
das relagoes entre as vias catabolicas e 
anabolicas do metabolismo. 0 diagrama su- 
gere que a maior parte da energia armazenada 
nas ligagoes qufmicas das moleculas de alimen¬ 
to e dissipada em forma de calor. Alem disso, a 
massa de nutrientes que um determinado or- 
ganismo gasta para o seu catabolismo e muito 
maior do que a massa das moleculas que esse 
mesmo organismo produz no seu anabolismo. 


as moleculas pequenas e a energia liberada pelo catabolismo de maneira controlada 
para a sintese de todas as demais moleculas que formam as celulas. O conjunto desses 
dois grupos de reagoes constitui o metabolismo celular (Figura 2-14). 

Os pormenores do metabolismo celular sao o assunto tradicional da bioquimica, 
e a maioria deles nao diz respeito ao assunto aqui abordado. Entretanto, os principios 
gerais pelos quais a celula obtem energia a partir do ambiente e a utiliza para criar ordem 
e um ponto central da biologia celular. Inicialmente, sera discutido por que e necessario 
haver um suprimento constante de energia para que todas as coisas vivas se sustentem. 

A liberagao de energia termica pelas celulas possibilita a ordem 
biologica 

A tendencia universal das coisas tornarem-se desordenadas e uma lei fundamental da 
fisica - a segunda lei da termodinamica. Ela estabelece que, no universo, ou em qualquer 
sistema isolado (um conjunto de materia completamente isolado do resto do universo), 
o grau de desordem sempre aumenta. Essa lei tern implicagoes tao profundas para a vida 
que merece ser abordada de varias maneiras. 

Por exemplo, pode-se apresentar a segunda lei em termos de probabilidades esta- 
belecendo que o sistema mudara, de forma espontanea, para a organizagao mais prova- 
vel. Considerando uma caixa contendo 100 moedas com o lado "cara” virado para cima, 
uma sequencia de acidentes que perturbem a caixa fara o arranjo se alterar para uma 
mistura com 50 moedas com a "cara” para cima e 50 com a "coroa” para cima. A razao 
e simples: existe um enorme numero de arranjos possiveis na mistura, nos quais cada 
moeda individualmente pode chegar a um resultado de 50-50, mas existe somente um 
arranjo que mantem todas as moedas orientadas com a "cara” para cima. Devido ao fato 
de que a mistura 50-50 e a mais provavel, dizemos que ela e mais "desordenada” Pela 
mesma razao, e muito frequente que as casas das pessoas tornem-se cada vez mais de¬ 
sordenadas caso nao seja feito algum esforgo deliberado. O movimento na diregao da 
desordem e um processo espontaneo, sendo necessario um esforgo periodico para rever- 
te-lo (Figura 2-15). 

A quantidade de desordem de um sistema pode ser quantificada e e expressa como 
a entropia do sistema: quanto maior a desordem, maior a entropia. Uma terceira manei¬ 
ra de expressar a segunda lei da termodinamica e dizer que o sistema mudara esponta- 
neamente para o estado de organizagao que tiver a maior entropia. 

As celulas vivas, por sobreviverem, crescerem e formarem organismos complexos, 
estao continuamente gerando ordem e, assim, pode parecer que desafiam a segunda lei 
da termodinamica. Como, entao, isso e possivel? A resposta e que a celula nao constitui 
um sistema isolado. Ela toma energia do ambiente, na forma de alimento, ou como fo- 
tons do sol (ou mesmo, como ocorre em certas bacterias quimiossinteticas, apenas de 
moleculas inorganicas). Entao, ela usa essa energia para gerar ordem para si propria. 
O calor e liberado no ambiente onde as celulas se encontram, tornando-o mais desorga- 
nizado. Como resultado, a entropia total - a da celula mais a dos seus arredores - aumen¬ 
ta, exatamente como a segunda lei da termodinamica estabelece. 

Para se entender os principios que governam essas conversoes de energia, e conve- 
niente considerar as celulas como unidades envoltas em um mar de materia, representan- 
do o resto do universo. A medida que as celulas vivem e crescem, elas criam uma ordem 
interna. Mas tambem liberam permanentemente energia na forma de calor quando sin- 
tetizam moleculas e as organizam em estruturas celulares. Calor e energia na sua forma 
mais desordenada - a colisao aleatoria de moleculas. Quando as celulas liberam calor para 
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O ESFORgO PARA ORGANIZAR REQUER O FORNECIMENTO DE ENERGIA 


REA^AO "ESPONTANEA" 


que o tempo passa 


Figura 2-15 llustragao cotidiana sobre 
a tendencia espontanea para a 
desordem. Reverter essa tendencia para a 
desordem requer um esforgo intencional e 
gasto de energia: isso nao e espontaneo. 
Conforme a segunda lei da termodina- 
mica, e certo que a intervengao humana 
necessaria para repora ordem ira liberar 
para o ambiente mais do que a energia 
termica necessaria para compensar o reor- 
denamento dos objetos no quarto. 


o mar de materia, esse calor produz um aumento na intensidade do movimento molecular 
nesse mar (energia cinetica) e, assim, ha aumento da aleatoriedade, ou da desordem do 
mar. A segunda lei da termodinamica e obedecida porque o aumento de ordem no interior 
das celulas e sempre mais do que compensado pelo enorme decrescimo na ordem (au¬ 
mento da entropia) no mar de materia nas vizinhangas da celula (Figura 2-16). 

De onde, entao, vem o calor que as celulas liberam? Aqui aparece outra lei im- 
portante da termodinamica. A primeira lei da termodinamica estabelece que a energia 
pode ser convertida de uma forma em outra, mas nao pode ser criada ou destruida. Al- 
gumas das formas de interconversao entre diferentes formas de energia estao ilustradas 
na Figura 2-17. A quantidade de energia nas diferentes formas podera mudar como re- 
sultado das reagoes quimicas que ocorrem dentro das celulas, mas a primeira lei da ter¬ 
modinamica estabelece que a quantidade total de energia deve ser sempre a mesma. Por 
exemplo, uma celula animal consome um alimento e converte parte da energia presente 
nas ligagoes quimicas entre os atomos das moleculas desse alimento (energia de ligagao 
quimica) em movimento termico aleatorio de moleculas (energia cinetica). 

As celulas nao podem tirar qualquer beneficio da energia cinetica ou calor que 
liberam, a menos que as reagoes que geram calor no seu interior estejam diretamente 
ligadas aos processos que geram ordem molecular. E o acoplamento ultimo entre a pro- 
dugao de calor e o aumento na ordem que distingue o metabolismo de uma celula do 
desperdicio que ocorre na queima de combustiveis no fogo. Posteriormente, sera mos- 
trado como ocorre esse acoplamento. Por ora, e suficiente reconhecer que e necessario 
haver uma associagao direta entre a “queima controlada” das moleculas dos alimentos e 


Mar de materia Celula 




Figura 2-16 Analise termodinamica sim- 
plificada de uma celula viva. No diagrama 
ao lado, as moleculas, tanto da celula como 
do restante do universo (o mar de materia), 
estao em um estado de relativa desordem. 

No diagrama da direita, observa-se que a celu¬ 
la obteve energia das moleculas dos alimentos 
e desprendeu calor atraves das reagoes que 
ordenaram as moleculas da celula. 0 calor 
liberado aumenta a desordem do ambiente 
dos arredores da celula (representado pelas 
setas com angulos e moleculas distorcidas 
que indicam aumento dos movimentos das 
moleculas causado pelo calor). Desse modo, a 
segunda lei da termodinamica, que estabelece 
que a quantidade de desordem do universo 
sempre aumenta, e satisfeita enquanto a 
celula cresce e se divide. Uma discussao por- 
menorizada esta apresentada no Painel 2-7 
(p. 102-103). 
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Figura 2-17 Algumas interconversoes 
entre diferentes formas de energia. 

Todas as formas de energia, em principio, 
sao interconversiveis. Em todos processos 
desse tipo, a quantidade total de ener¬ 
gia mantem-se conservada. Assim, por 
exemplo, a partir da altura e do peso do 
tijolo em (1), pode-se predizer exatamente 
quanto calor sera liberado quando o tijolo 
atingir o chao. Observe em (2) que uma 
grande quantidade de energia de ligagao 
quimica, liberada quando ha formagao de 
agua, e inicialmente convertida na energia 
cinetica do movimento muito rapido das 
duas novas moleculas de agua. Entre- 
tanto, as colisoes com outras moleculas 
fazem essa energia cinetica distribuir-se 
instantaneamente e por igual no ambiente 
(transference de calor), fazendo as novas 
moleculas serem indistinguiveis de todas 
as demais. 
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a geragao de ordem biologica para que as celulas tenham capacidade de criar e manter 
ilhas de ordem em um universo que tende para o caos. 

As celulas obtem energia pela oxidagao de moleculas organicas 

Todas as celulas animais e vegetais sao mantidas pela energia armazenada nas ligagoes 
quimicas presentes em moleculas organicas, independentemente de serem agucares 
sintetizados pelas plantas para nutrirem a si mesmas, ou de serem ligagoes quimicas 
de moleculas, grandes ou pequenas, que os animais tiverem ingerido. Para que essa 
energia seja utilizada para que vivam, cresgam e se reproduzam, os organismos de- 
vem extrai-la de uma forma utilizavel. Tanto nas plantas como nos animais, a energia 
e extraida das moleculas dos alimentos por um processo de oxidagao gradual ou pela 
queima controlada. 

A atmosfera terrestre contem uma grande quantidade de oxigenio, e, na presenga 
dele, a forma de carbono energeticamente mais estavel e o C0 2 , e a forma energetica- 
mente mais estavel do hidrogenio e a agua. Dessa maneira, a celula e capaz de obter 
energia de agucares e de outras moleculas organicas pela combinagao dos atomos de 
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carbono e de hidrogenio com oxigenio, para produzir C0 2 e H 2 0, respectivamente, em 
um processo chamado de respiragao aerobica. 

A fotossintese (discutida em detalhes no Capitulo 14) e a respiragao sao proces- 
sos complementares (Figura 2-18). Isso significa que as interagoes entre as plantas e 
os animais nao ocorrem em uma unica diregao. As plantas, os animais e os microrga- 
nismos convivem neste planeta ha tanto tempo que uns tornaram-se parte essencial 
do ambiente dos outros. Durante a respiragao aerobica, o oxigenio liberado pela fotos- 
sintese e consumido na combustao de moleculas organicas. Algumas das moleculas de 
C0 2 que hoje estejam fixadas nas moleculas organicas de uma folha verde pela fotos- 
sintese podem ter sido liberadas ontem, na atmosfera, pela respiragao de um animal 
(ou pela respiragao de um fungo ou uma bacteria que esteja decompondo materia or- 
ganica morta). Dessa forma, ve-se que a utilizagao do carbono forma um grande ciclo 
que envolve toda a biosfera (todos os seres vivos da Terra) (Figura 2-19). De maneira 
similar, os atomos de nitrogenio, de fosforo e de enxofre transitam entre os mundos dos 
seres vivos e dos nao vivos em ciclos que envolvem as plantas, os animais, os fungos e 
as bacterias. 


Figura 2-18 Fotossintese e respiragao 
sao processos complementares do 
mundo vivo. A fotossintese converte a 
energia eletromagnetica do sol em ener- 
gia de ligagao quimica dos agucares e de 
outras moleculas. As plantas, as algas e as 
cianobacterias obtem os atomos de carbo¬ 
no que necessitam para a fotossintese do 
C0 2 atmosferico e o hidrogenio da agua, 
liberando o gas 0 2 como produto residual. 
Por sua vez, as moleculas organicas produ- 
zidas pela fotossintese servem de alimento 
para outros organismos. Muitos desses 
organismos fazem respiragao aerobica, 
processo que utiliza 0 2 para formar C0 2 a 
partir dos mesmos atomos de carbono que 
foram tornados na forma de C0 2 e conver- 
tidos em agucares pela fotossintese. Nesse 
processo, os organismos que respiram 
aproveitam a energia de ligagao quimica 
para obter a energia de que necessitam 
para sobreviver. 

Sabe-se que as primeiras celulas da 
face da Terra nao eram capazes de realizar 
fotossintese nem respiragao (discutido no 
Capitulo 14). Entretanto, na evolugao da 
Terra, a fotossintese deve ter antecedido a 
respiragao, pois ha evidences de que se- 
riam necessarios bilhoes de anos de fotos¬ 
sintese antes que tivesse sido liberado 0 2 
em quantidade suficiente para criar uma 
atmosfera rica nesse gas. (Atualmente, a 
atmosfera terrestre contem 20% de 0 2 .) 


A oxidagao e a redugao envolvem a transference de eletrons 

As celulas nao oxidam as moleculas organicas em apenas uma etapa, como acontece 
quando uma molecula organica e queimada no fogo. Utilizando catalisadores enzimati- 
cos, o metabolismo processa essas moleculas por meio de um grande mimero de reagoes 
que muito raramente envolvem a adigao direta de oxigenio. Antes de examinar algumas 
dessas reagoes e suas finalidades, e conveniente discutir o que se entende por processo 
de oxidagao. 

A oxidagao refere-se a mais do que a adigao de atomos de oxigenio. O termo se 
aplica de maneira geral a qualquer reagao na qual haja transference de eletrons de um 



Figura 2-19 O ciclo do carbono. Atomos individuals de carbono sao incorporados em moleculas organicas do 
mundo vivo pela atividade fotossintetica de bacterias, algas e plantas. Eles passam por animais, microrganismos 
e materials organicos do solo e dos oceanos, em ciclos sucessivos. 0 C0 2 e reposto na atmosfera quando as mo¬ 
leculas organicas sao oxidadas pelas celulas ou queimadas pelo homem na forma de combustiveis. 
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atomo a outro. Nesse sentido, a oxidagao se refere a remogao de eletrons, e a redugao, o 
contrario da oxidagao, significa adigao de eletrons. Desse modo, o Fe 2+ e oxidado quan- 
do perde um eletron (tornando-se Fe 3+ ), e o atomo de cloro e reduzido caso ganhe um 
eletron para tornar-se Cl . Uma vez que em uma reagao quimica o numero de eletrons 
e conservado (sem perda ou ganho), a oxidagao e a redugao sempre ocorrem simulta- 
neamente, isto e, se uma molecula ganha um eletron na reagao (redugao), uma segunda 
molecula perdera um eletron (oxidagao). Quando uma molecula de agucar e oxidada em 
C0 2 e H 2 0, por exemplo, a molecula de 0 2 envolvida na formagao de H 2 0 ganha eletrons 
e, assim, diz-se que ela foi reduzida. 

Os termos “oxidagao” e “redugao” sao aplicados mesmo quando ocorre apenas 
uma troca parcial de eletrons entre atomos ligados por uma ligagao covalente (Figura 
2-20). Quando um atomo de carbono liga-se de modo covalente a um atomo que tenha 
grande afinidade por eletrons, como os atomos de oxigenio, cloro e enxofre, por exem¬ 
plo, ele doa mais eletrons do que existiria em um compartilhamento equitativo e forma 
uma ligagao covalente polar. Devido ao fato de que a carga positiva do nucleo do atomo 
de carbono passa agora a ser maior do que a carga negativa dos seus eletrons, o atomo 
adquire uma carga parcial positiva e se diz que foi oxidado. De maneira equivalente, o 
atomo de carbono de uma ligagao C-H tern um pouco mais do que apenas os seus pro- 
prios eletrons emparelhados; diz-se, entao, que ele esta reduzido. 

Quando uma molecula presente em uma celula ganha um eletron (e~), geralmente 
ela tambem ganha um proton (H + ) (protons estao totalmente dispomveis na agua). Nes¬ 
se caso, o efeito liquido e a adigao de um atomo de hidrogenio a molecula. 

A + 6T+H + ^AH 

Mesmo quando ha envolvimento de um proton e de um eletron (em vez de apenas 
um eletron), como no caso das reagoes de hidrogenagao, ha redugao, e a reagao inversa, 
desidrogenagao, e uma reagao de oxidagao. E muito facil determinar quando uma mo¬ 
lecula organica e oxidada ou reduzida: ocorre redugao quando o numero de ligagoes 
C-H na molecula aumenta, e oxidagao quando o numero de ligagoes C-H na molecula 
diminui (ver Figura 2-20B). 

As celulas utilizam enzimas para catalisar a oxidagao de moleculas organicas em 
pequenas etapas, atraves de sequencias de reagoes que permitem que a energia utili- 
zavel seja aproveitada. A seguir sera explicado o modo como as enzimas trabalham e 
tambem algumas das limitagoes sob as quais elas operam. 


(A) 


Figura 2-20 Oxidagao e redugao. (A) Quando dois atomos formam uma ligagao co¬ 
valente polar, diz-se que o atomo que fica com o maior numero de eletrons torna-se re¬ 
duzido, enquanto, sobre o outro atomo, que passa a ter um numero menor de eletrons, 
diz-se que foi oxidado. 0 atomo reduzido adquire uma carga negativa parcial (5‘), uma 
vez que a carga positiva do nucleo atomico e, agora, mais do que equilibrada pela carga 
dos eletrons que o rodeiam. Em compensagao, o atomo oxidado adquire uma carga po¬ 
sitiva parcial (5 + ). (B) 0 unico atomo de carbono do metano pode ser convertido em um 
atomo de dioxido de carbono pela substituigao sucessiva de seus atomos de hidrogenio, 
que estao ligados de forma covalente a atomos de oxigenio. Em cada etapa, os eletrons 
sao removidos do carbono (indicado pelo sombreado em azul) e o atomo de carbono 
torna-se progressivamente mais oxidado. Nas condigoes presentes no interior das celulas, 
cada uma dessas etapas e energeticamente favoravel. 
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As enzimas diminuem as barreiras da energia de ativagao que 
impedem reagoes qufmicas 

Considere a reagao 


papel + 0 2 —» fumaga + cinzas + calor + C0 2 + H 2 0 


Apos a ignigao, o papel queima facilmente, dissipando para a atomosfera a 
energia como calor e agua e o dioxido de carbono como gas. A reagao e irreversfvel 
porque a fumaga e as cinzas nunca vao recuperar espontaneamente agua e dioxido 
de carbono da atmosfera aquecida e se reconstituirem novamente em papel. Quan- 
do o papel queima, a sua energia quimica e dissipada como calor. Nao e perdida do 
universo, porque a energia nao pode ser criada ou destruida, mas, sim, irremediavel- 
mente dispersa na caotica movimentagao cinetica das moleculas. Ao mesmo tempo, 
os atomos e as moleculas do papel ficam dispersos e desordenados. Na linguagem da 
termodinamica, ha uma perda de energia livre, isto e, a energia pode ser aproveitada 
para fazer trabalho ou para fazer ligagoes quimicas. Essa perda reflete a redugao da 
organizagao com que a energia e as moleculas estavam armazenadas no papel. 

Mais detalhes da energia livre serao discutidos brevemente, mas o principio ge- 
ral e suficientemente claro para ser intuitivo: as reagoes quimicas ocorrem somente na 
diregao que leve a uma perda de energia livre. Em outras palavras, a espontaneidade da 
diregao de qualquer reagao e a diregao que leva "morro abaixo” sendo que uma reagao 
"morro abaixo” e aquela que e energeticamente favoravel. 

Embora a forma energeticamente mais favoravel do carbono seja C0 2 , e a do hi- 
drogenio, H 2 0, os organismos vivos nao desaparecem subitamente em uma nuvem de 
fumaga, nem este livro se consome repentinamente em chamas. Isso se deve ao fato 
de que as moleculas, tanto as dos seres vivos como as do livro, estao em estados relati- 
vamente estaveis e nao podem passar ao estado de energia minima sem que recebam 
certa dose de energia. Em outras palavras, uma molecula necessita de uma energia de 
ativagao (um estimulo para poder ultrapassar uma barreira energetica) antes de sofrer 
uma reagao quimica que a leve a um estado mais favo ravel (Figura 2-21). No caso da 
queima do livro, a energia de ativagao pode ser fornecida pelo calor de um palito de 
fosforo aceso. Para moleculas que estejam em solugao aquosa no interior das celulas, 
esse salto energetico e obtido por colisoes energeticas aleatorias que tenham um grau 
de energia incomum, colisoes que se tornam cada vez mais violentas conforme a tem- 
peratura aumenta. 

A quimica das celulas vivas e estritamente controlada porque o salto sobre a bar¬ 
reira energetica e enormemente facilitado por uma classe de protemas especializadas, as 
enzimas. Cada enzima liga-se com alta afinidade a uma ou mais moleculas denomina- 
das substratos e os mantem em uma conformagao que reduz em muito a energia de ati¬ 
vagao da reagao quimica que as moleculas de substrato ligadas podem sofrer. Qualquer 
substantia que diminua a energia de ativagao de uma reagao e denominada catalisador. 
Os catalisadores aumentam a velocidade das reagoes quimicas porque facilitam a ocor- 
rencia de uma proporgao muito maior de colisoes ao acaso entre as moleculas ao seu re- 
dor e os substratos, com energias que ultrapassam a barreira de energia da reagao, como 



A enzima diminui 
a energia de 
ativagao para a 



por uma enzima 


Figura 2-21 O importante principio 
da energia de ativagao. (A) 0 compos- 
to Y (reagente) e relativamente estavel, 
sendo necessario haver adigao de energia 
para que seja convertido no composto X 
(produto), mesmo que X tenha um nivel 
energetico menor do que Y. Entretanto, 
essa conversao nao ocorrera a menos 
que o composto Y possa adquirir energia 
de ativagao (energia a menos energia 

b) suficiente dos arredores para permitir 
que a reagao o converta no composto X. 
Essa energia pode ser fornecida por meio 
de uma colisao inusitadamente rica em 
energia com outra molecula. Para a reagao 
inversa, X —> Y, a energia de ativagao sera 
muito maior (energia a menos energia 

c) . Portanto, essa reagao ocorrera muito 
mais raramente. Energias de ativagao sao 
sempre positivas; observe, entretanto, que 
o total de mudanga de energia para uma 
reagao energeticamente favoravel Y -» X 
e energia c menos energia b, um numero 
negativo. (B) Barreiras energeticas para 
reagoes especificas podem ser diminuidas 
por um catalisador, indicado pela linha 
marcada com d. As enzimas sao catalisa¬ 
dores especialmente eficazes por reduzi- 
rem enormemente a energia de ativagao 
das reagoes que elas executam. 
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Figura 2-22 A diminuigao da energia 
de ativagao aumenta muito a probabi- 
lidade de ocorrencia de uma reagao. 

A cada momento, uma populagao de mo¬ 
leculas identicas de determinado substrato 
distribui-se em uma faixa de energia, con- 
forme mostrado no grafico. Essas varia- 
goes de energia decorrem de colisoes com 
moleculas das proximidades que fazem as 
moleculas oscilarem, vibrarem e girarem. A 
energia de uma molecula que sofre reagao 
quimica deve exceder a barreira da energia 
de ativagao da reagao (linhas tracejadas). 
Na maioria das reagoes biologicas isso 
quase nunca e atingido sem que haja 
catalise. Mesmo na catalise enzimatica, as 
moleculas de substrato devem sofrer uma 
colisao com determinada energia para 
reagirem (area sombreada em vermelho). 
Urn aumento de temperatura aumenta o 
numero de moleculas com energia sufi- 
ciente para superar a energia de ativagao 
necessaria para a reagao. Entretanto, ao 
contrario do que ocorre na catalise enzi¬ 
matica, esse efeito nao e seletivo e todas 
as reagoes sao aceleradas (Animagao 2.2). 



ilustrado na Figura 2-22. As enzimas estao incluidas entre os catalisadores conhecidos 
mais eficazes; algumas sao capazes de acelerar as reagoes por fatores de ate 10 14 ou mais. 
Elas permitem, assim, que reagoes que nao poderiam ocorrer por outros meios ocorram 
rapidamente em temperaturas normais. 


As enzimas podem conduzir moleculas de substrato por vias de 
reagoes especificas 


Uma enzima nao muda o ponto de equilibrio de uma reagao; a razao e simples: quando 
uma enzima (ou qualquer outro catalisador) diminui a energia de ativagao da reagao 
Y —> X, ela tambem diminui a energia de reagao de X —> Y exatamente pelo mesmo valor 
(ver Figura 2-21). Assim, as enzimas aceleram as reagoes direta e reversa pelo mesmo 
fator, e o ponto de equilibrio da reagao nao se modifica (Figura 2-23). Portanto, nao im- 
porta o quanto uma enzima acelere a reagao, ela nao podera mudar a diregao da reagao. 

Apesar da limitagao acima, as enzimas conduzem todas as reagoes das celulas 
atraves de sequencias, ou vias, especificas da reagao. Isso ocorre porque as enzimas 
sao, ao mesmo tempo, altamente seletivas e muito precisas. Elas geralmente catali- 
sam apenas uma determinada reagao. Em outras palavras, elas baixam seletivamente 
a energia de ativagao de apenas uma das varias reagoes quimicas que os substratos 
ligados a elas podem sofrer. Dessa maneira, conjuntos de enzimas podem direcionar 
cada uma das diferentes moleculas de uma celula por uma determinada via de reagao 
(Figura 2-24). 

O sucesso dos seres vivos e atribuido a capacidade que as celulas tern de produ- 
zirem muitos tipos de enzimas, cada uma com propriedades muito especificas. Cada 
enzima tern uma forma unica, que contem um sitio ativo (um bolsao ou uma fenda) 
no qual apenas um determinado substrato pode se ligar (Figura 2-25). Assim como 
todos os outros catalisadores, as moleculas enzimaticas permanecem inalteradas 
apos participarem de uma reagao, de modo que podem atuar novamente por muitos 
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(A) REAgAO NAO CATALISADA 

NO EQUILIBRIO 


(B) REAgAO CATALISADA POR 

ENZIMA NO EQUILIBRIO 


Figura 2-23 As enzimas nao mudam o ponto de equilibrio das reagoes. As enzimas, assim como qualquer 
catalisador, aceleram a velocidade das reagoes, tanto no sentido direto como no sentido inverso, pelo mesmo 
fator. Consequentemente, tanto para a reagao catalisada quanto para a reagao nao catalisada mostradas aqui, 
o numero de moleculas que sofrem transigao X^Ye igual ao numero de moleculas que sofrem a transigao 
Y —»X quando a relagao entre o numero de moleculas de Y e de X for de 3 para 1. Em outras palavras, as duas 
reagoes atingem o equilibrio exatamente no mesmo ponto. 
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Figura 2-24 A catalise enzimatica direciona moleculas de substrato atraves de 
uma via espedfica de rea^oes. Uma molecula de substrato (esfera verde) em uma 
celula e convertida em uma molecula diferente (esfera azuf) atraves de uma serie de 
reagoes catalisadas por enzimas. Como esta indicado (quadros amarelos), em cada 
etapa varias reagoes sao energeticamente favoraveis e cada reagao e catalisada por 
uma enzima diferente. Assim, conjuntos de enzimas determinam com precisao a via 
de reagao tomada pelas moleculas presentes no interior das celulas. 


e muitos ciclos. No Capitulo 3, o funcionamento das enzimas sera discutido em mais 
detalhes. 

Como as enzimas encontram seus substratos: a enorme rapidez 
dos movimentos das moleculas 

Uma enzima normalmente catalisa uma reagao por cerca de mil moleculas do substra¬ 
to a cada segundo. Isso significa que ela deve ser capaz de ligar uma nova molecula de 
substrato em fragoes de milissegundo. Entretanto, tanto as enzimas como os seus subs¬ 
tratos estao presentes nas celulas em um numero relativamente pequeno. Como, entao, 
enzima e substratos se encontram tao rapidamente? A rapidez da associagao e possivel 
porque, no nivel molecular, o movimento causado pela energia cinetica e muito veloz. 
Essa movimentagao molecular pode ser classificada em tres tipos: (1) o movimento de 
uma molecula de um lugar a outro (movimento de translagao), (2) o rapido movimento 
para a frente e para tras de atomos que estejam ligados de forma covalente, um em re- 
lagao ao outro (vibragao), e (3) rotagoes. Todos esses movimentos sao importantes para 
que as superficies das moleculas que interagem fiquem unidas. 

As velocidades desses movimentos moleculares podem ser medidas por diversas 
tecnicas espectroscopicas. Uma molecula de uma protema globular grande cai constan- 
temente, girando ao redor do seu proprio eixo cerca de 1 milhao de vezes por segundo. 
As moleculas tambem estao em constante movimento translacional, o que faz elas ex- 
plorarem o espago intracelular com muita eficiencia, pois ficam vagando pelo interior 
da celula - esse processo e denominado difusao. Dessa maneira, a cada segundo, cada 
uma das moleculas de uma celula colide com um numero enorme de outras moleculas. 
Uma vez que as moleculas presentes em um liquido colidem umas com as outras e rico- 
cheteiam, seus percursos terminam por ser uma trajetoria aleatoria (Figura 2-26). Nessa 
trajetoria, a distancia media que cada molecula viaja (como uma “mosca zanzando”) a 
partir de seu ponto de partida e proporcional a raiz quadrada do tempo envolvido. Isto 
e, se uma molecula leva 1 segundo para se deslocar uma media de 1 pm, leva 4 segundos 
para se deslocar 2 pm, 100 segundos para se deslocar 10 pm, e assim por diante. 

O interior das celulas e bastante congestionado (Figura 2-27). Mesmo assim, expe- 
rimentos nos quais marcadores fluorescentes e outras moleculas marcadas foram injeta- 
dos em celulas mostram que as moleculas organicas pequenas difundem-se atraves do 
gel aquoso do citosol praticamente tao rapido quanto na agua. Uma molecula organica 
pequena, por exemplo, leva apenas cerca de um quinto de segundo, em media, para di- 
fundir-se a uma distancia de 10 pm. A difusao e, portanto, uma maneira eficiente que as 
moleculas pequenas tern para se moverem a distancias limitadas no interior das celulas 
(uma tipica celula animal tern um diametro de 15 pm). 



Enzima 


Molecula A Complexo 

(substrato) enzima-substrato 


Complexo Molecula B 

enzima-produto (produto) 


Figura 2-25 Como as enzimas funcionam. Cada enzima tem um sitio ativo ao qual se ligam uma ou mais 
moleculas de substrato, formando um complexo enzima-substrato. A reagao ocorre no sitio ativo e produz um 
complexo enzima-produto. 0 produto e, entao, liberado, possibilitando que a enzima se ligue a novas moleculas 
de substrato. 
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Figura 2-26 Trajetoria aleatoria. 

Em uma solugao, as moleculas movem-se 
de maneira aleatoria devido as constantes 
colisoes com outras moleculas. Esse mo- 
vimento, como descrito no texto, permite 
que as moleculas pequenas difundam-se 
rapidamente de uma parte a outra da ce¬ 
lula (Animagao 2.3). 



Uma vez que, em uma celula, as enzimas movem-se mais vagarosamente do que 
os substratos, pode-se considerar que elas estejam paradas. A proporgao de encontros 
de cada molecula de enzima com seus substratos depende da concentragao de molecu¬ 
las do substrato nas celulas. Por exemplo, alguns dos substratos mais abundantes estao 
presentes em concentragoes de 0,5 mM. Como a concentragao da agua pura e 55,5 M, ha 
apenas uma dessas moleculas de substrato nas celulas para cada 10 5 moleculas de agua. 
Mesmo assim, o sitio ativo de uma molecula de enzima que liga o substrato sera bombar- 
deado com cerca de 500 mil colisoes aleatorias desse substrato por segundo. (Para uma 
concentragao de substrato dez vezes menor, o numero de colisoes diminui para 50 mil, e 
assim por diante.) Uma colisao aleatoria entre o sitio ativo de uma enzima e a superficie 
correspondente de uma molecula que seja seu substrato em geral leva a formagao de um 
complexo enzima-substrato imediatamente. Assim, uma reagao pela qual uma ligagao 
covalente e formada ou rompida pode ocorrer com extrema rapidez. Quando se percebe 
o quao rapidamente as moleculas movimentam-se e reagem, as velocidades das reagoes 
enzimaticas nao parecem tao impressionantes assim. 

Duas moleculas que podem se manter unidas por ligagoes nao covalentes tambem 
podem se dissociar. As muitas ligagoes nao covalentes que essas moleculas formam en¬ 
tre si persistem ate que a energia cinetica aleatoria faz elas se separarem. Geralmente, 
quanto mais forte for a ligagao da enzima com seu substrato, menor sera sua constante 
de dissociagao. Ao contrario, quando duas moleculas em colisao tiverem superficies que 
se encaixam mal, elas formarao poucas ligagoes nao covalentes e a energia total de asso- 
ciagao sera desprezivel em comparagao com a energia cinetica. Nesse caso, as duas mo¬ 
leculas dissociam-se tao rapidamente quanto se associam. E isso que evita associagoes 
incorretas e indesejadas entre moleculas que nao se encaixam, como ocorre entre uma 
enzima e um substrato errado. 

A variagao na energia livre da reagao, AG, determina se ela pode 
ocorrer espontaneamente 

Embora as enzimas acelerem as reagoes, elas, por si mesmas, nao podem fazer reagoes des- 
favoraveis ocorrerem. Fazendo uma analogia com a agua, as enzimas por si mesmas nao 
podem fazer a agua “correr morro acima'! As celulas, entretanto, devem fazer exatamente 
isso para crescer e se dividir, pois devem construir, a partir de moleculas simples, moleculas 
altamente organizadas e energeticamente ricas. Veremos que isso e feito por meio de enzi¬ 
mas que acoplam diretamente reagoes energeticamente favoraveis, que liberam energia e 
produzem calor, a reagoes energeticamente desfavoraveis, que produzem ordem biologica. 

O que significa, para um biologo celular, o termo “energeticamente favoravel” e 
como e que isso pode ser quantificado? De acordo com a segunda lei da termodinamica, 
o universo tende para a desordem maxima (maior entropia ou maior probabilidade). As¬ 
sim, uma reagao quimica so pode ocorrer de forma espontanea se produzir um aumento 
liquido da desordem do universo (ver Figura 2-16). A desordem do universo pode ser ex- 
plicada mais convenientemente em termos de energia livre de um sistema. Esse conceito 
foi visto anteriormente. 

Energia livre, G, e uma expressao da energia dispomvel para realizar um trabalho, 
por exemplo, o trabalho que impele uma reagao quimica. O valor de G interessa somente 
quando os sistemas passam por alguma variagao, que recebe a notagao AG (delta G). 
A variagao de G e crucial porque, como esta explicado no Painel 2-7 (p. 102-103), AG 
e uma medida direta da quantidade de desordem criada no universo quando a reagao 
ocorre. As reagoes energeticamente favoraveis, por definigao, sao aquelas que diminuem 
a energia livre, ou, em outras palavras, tern um AG negativo e aumentam a desordem do 
universo (Figura 2-28). 

Figura 2-27 A estrutura do citoplasma. A ilustragao foi feita em uma escala apro- 
ximada para enfatizar o quanto o citoplasma e congestionado. Estao mostradas ape¬ 
nas as macromoleculas: RNA em azul, ribossomos em verde e proteinas em vermelho. 

As enzimas e as outras macromoleculas difundem-se no citoplasma com relativa 
lentidao devido, em parte, ao fato de interagirem com um grande numero de outras 
macromoleculas. As moleculas pequenas, no entanto, difundem-se tao rapidamente 
quanto o fazem em agua (Animagao 2.4). (Adaptada de D.S. Goodsell, Trends Bio- 
chem. Sci. 16:203-206, 1991. Com permissao de Elsevier.) 
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Um exemplo, em escala macroscopica, de uma reagao energeticamente favoravel 
e a “reagao" pela qual uma mola que esteja comprimida relaxa ate um estado expandido, 
liberando no ambiente, em forma de calor, a energia elastica que estava armazenada. 
Um exemplo em escala microscopica e a dissolugao do sal em agua. Consequentemente, 
as reagoes energeticamente desfavoraveis, com AG positivo, como aquelas nas quais dois 
aminoacidos sao ligados para formar uma ligagao peptidica, criam por si mesmas ordem 
no universo. Por conseguinte, essas reagoes so podem ocorrer se estiverem acopladas a 
uma segunda reagao que tenha um AG negativo suficientemente grande para que o AG 
de todo o processo seja negativo (Figura 2-29). 

As concentragoes dos reagentes influenciam a variagao de 
energia livre e a diregao da reagao 

Como recem-descrito, a reagao Y<-» X ira na diregao Y—> X quando a mudanga de energia 
livre (AG) associada a reagao for negativa, exatamente do mesmo modo que uma mola 
tencionada deixada por si propria relaxa, perdendo a energia que tinha armazenada, na 
forma de calor, para o ambiente. Nas reagoes quimicas, entretanto, AG depende nao so- 
mente da energia armazenada em cada uma das moleculas, mas tambem da concentra¬ 
gao de moleculas na mistura de reagao. Observe que o AG reflete o grau pelo qual uma 
reagao cria mais desordem; dito em outras palavras, leva a um estado do universo que 
e mais provavel. Retomando a analogia com a moeda, e muito mais provavel que uma 
moeda mude da posigao “cara" para a “coroa" se o cesto de embaralhar moedas tiver 90 
moedas na posigao “cara" e 10 na posigao “coroa". Por outro lado, esse evento sera muito 
menos provavel se o cesto tiver 10 moedas na posigao “cara" e 90 na posigao “coroa". 

O mesmo e verdadeiro para as reagoes quimicas. Na reagao reversivel Y X, um 
grande excesso de Y em relagao a X impelira a reagao na diregao Y —> X. Desse modo, 
quanto maior for a relagao entre Y e X, mais AG torna-se negativo para a transigao Y —» X 
(e mais positivo para a transigao X^> Y). 

O quanto deve ser a diferenga de concentragao necessaria para compensar um 
determinado decrescimo na energia de ligagao quimica (e a liberagao de calor que a 
acompanha) nao e intuitivamente obvio. Essa relagao foi determinada no final do seculo 
XIX pela analise termodinamica que possibilitou separar os componentes da variagao de 
energia livre que dependem da concentragao dos componentes que nao dependem da 
concentragao, como descrito a seguir. 

A variagao da energia livre padrao, AG°, permite comparar a 
energetica de reagoes diferentes 

Devido ao fato de, em determinado instante, AG depender da concentragao das molecu¬ 
las presentes na mistura de reagao, ele nao e util para comparar entre si as energias de 
diferentes tipos de reagoes. Para colocar as reagoes em bases comparaveis, e necessario 
que se utilize a variagao da energia livre padrao da reagao, AG°. O AG° e a variagao de 
energia livre sob uma condigao-padrao, definida como aquela na qual as concentragoes 
de todos os reagentes sao 1 mol/L. Definida dessa maneira, o AG° depende apenas das 
propriedades intrinsecas das moleculas reagentes. 

Para a reagao simples Y ^ X, a 37 °C, AG° se relaciona com AG do seguinte modo: 

AG = AG° + RT\n -IXL 
[Y] 

onde AG e expresso em quilojoule por mol, [Y] e [X] indicam as concentragoes de Y e X em 
mol/L, In e o logaritmo natural eRTeo produto da constante dos gases, R, pela temperatura 
absoluta, T. A 37 °C, RT = 2,58 J mol' 1 . (1 mol equivale a 6 x 10 23 moleculas de substantia.) 

O acumulo de um grande volume de dados termodinamicos possibilitou determi- 
nar a variagao de energia livre padrao, AG°, das reagoes metabolicas importantes para as 
celulas. Com esses valores de AG°, combinados com informagoes sobre a concentragao 
dos metabolitos e as vias de reagoes, e possivel predizer de forma quantitativa o curso da 
maioria das reagoes biologicas. 


REAgAO 
ENERGETICAMENTE 

favorAvel 






A energia livre de Y e 
maior do que a energia 
livre de X. Portanto, 

AG < 0 e a desordem 
do universo aumenta 
quando a reagao 
Y —> X ocorre. 


Essa reagao ocorre espontaneamente 


REAgAO 

ENERGETICAMENTE 

desfavorAvel 



Se a reagao X -> Y 
ocorresse, AG seria > 0 
e o universo ficaria 
mais ordenado. 


Essa reagao podera ocorrer apenas se 
estiver acoplada a uma segunda reagao 
energeticamente favoravel 


Figura 2-28 Distingao entre reagoes ener¬ 
geticamente favoraveis e energeticamente 
desfavoraveis. 



AG positivo 


AG negativo 


A reagao energeticamente 
desfavoravel X^Ye 
impulsionada pela reagao 
energeticamente favoravel C —» D 
porque a variagao de energia 
livre do par de reagoes acopladas 
e menor que zero 


Figura 2-29 Como o acoplamento de rea¬ 
goes e utilizado para fazer reagoes energe¬ 
ticamente desfavoraveis ocorrerem. 





62 PARTE I Introdugao a celula 


Figura 2-30 Equilibrio quimico. Quando 
uma reagao atinge o equilfbrio, os fluxos 
de moleculas reagentes nos dois sentidos 
da reagao sao iguais e opostos. 


PARA A REAgAO ENERGETICAMENTE FAVORAVEL Y -> X, 



Quando as concentragoes de X e Y forem iguais, [Y] = [X], a formagao de X e 
energeticamente favorecida. Em outras palavras, o AG de Y —> X e negativo e o 
QG de X -> Y e positivo. Mas, devido as colisoes cineticas, sempre um pouco de X e 
convertido em Y. 


ASSIM, PARA CADA MOLECULA INDIVIDUALMENTE, 



A conversao de Y em X 
ocorre com frequencia. 


A conversao de X em Y ocorre 
com menos frequencia que a 
transigao Y ^ X porque requer 
colisoes com energia maior. 


Portanto, a proporgao de X em 
relagao a Y aumenta com o tempo 

POR FIM, havera um excesso de X em relagao a Y grande o suficiente para 
compensar a baixa velocidade de X —> Y, de tal forma que a cada segundo o numero de 
moleculas de Y sendo convertidas em X e exatamente igual ao numero de moleculas 
de Y sendo convertidas em X . Nesse ponto, a reagao estara em equilfbrio. 



itor 


X 


NO EQUILIBRIO, nao ha mudanga Ifquida na relagao entre Y e X, e o AG tanto para a 
reagao direta como para a reagao inversa e zero. 


A constante de equilfbrio e o AG° podem ser facilmente 
derivados um do outro 

A equagao anterior mostra que o valor de AG e igual ao valor de AG° quando as con¬ 
centragoes de Y e X sao iguais. Mas, a medida que uma reagao favoravel continua ocor- 
rendo, as concentragoes dos produtos aumentam e as concentragoes dos substratos 
diminuem. Essa mudanga nas concentragoes relativas leva a um aumento gradativo de 
[X]/[Y], tornando o AG, inicialmente favo ravel, cada vez menos negativo (o logaritmo 
de um numero x e positivo se x > 1, negativo se x < 1, e zero se x = 1). Por fim, quando 
AG = 0, o equilibrio quimico e atingido. Agora nao ha mudanga liquida na variagao 
de energia livre para impelir a reagao em uma das diregoes, enquanto o efeito da con- 
centragao balanceia o empurrao que AG° da para a reagao. O resultado e que, em uma 
situagao de equilibrio quimico, a relagao entre produto e substrato atinge um valor 
constante (Figura 2-30). 

Pode-se definir a constante de equilibrio, K, para a reagao Y —» X como 


onde [X] e a concentragao do produto e [Y] e a concentragao do reagente no equilibrio. 
Recordando que AG = AG° + RT In [X] / [Y], e que AG = 0 no equilibrio, observa-se que 

A G° = -flrin M = -rt In K 
[Y] 

A 37 °C, onde RT = 2,58, o equilfbrio da equagao e entao: 


AG° = -2,58 In AT 





CAPITULO 2 Bioenergetica e qufmica celular 63 


Convertendo essa equagao do logaritmo natural (In) para o mais usado logaritmo 
de base 10 obtem-se 


AG° = -5,94 logic 

A equagao supracitada mostra como a razao de equilibrio X para Y (expressa 
como constante de equilibrio, K ) depende de propriedades intrinsecas das moleculas 
(expressa em termos de AG° em quilojoules por mol). Observe que, a 37°C, para cada 
5,94 kj/mol de diferenga na energia livre, a constante de equilibrio e alterada por um fa- 
tor de 10 (Tabela 2-2). Portanto, quanto mais energeticamente favoravel for uma reagao, 
mais produto se acumulara se a reagao se dirigir para o equilibrio. 

Geralmente, para uma reagao que tern varios reagentes e produtos, como A + B —> 

C + D, 

K _ [C][D] 

[A] [B] 


As concentragoes dos dois reagentes e dos dois produtos sao multiplicadas porque 
a velocidade da reagao direta depende de colisoes entre A e B, e a velocidade da reagao 
inversa depende de colisoes entre C e D. Assim, a 37°C, 


AG° = -5,94 log 


[C][D] 
[A] [B] 


onde AG° e expresso em quilojoule por mol e [A], [B], [C] e [D] indicam as concentragoes 
dos reagentes e produtos em mol/litro. 


As variagoes de energia livre de reagoes acopladas sao aditivas 

Foi ressaltado que reagoes desfavoraveis podem se acoplar a reagoes favoraveis para pro¬ 
mover reagoes nao favoraveis (ver Figura 2-29). Isso e possivel, em termos termodina- 
micos, porque a variagao de energia livre total de um conjunto de reagoes acopladas e a 
soma das variagoes de energia livre de cada uma das etapas. 

Considerando, como um simples exemplo, duas reagoes em sequencia 

X^Y e Y^Z 

onde os valores de AG° sao +5 e -13 kl/mol, respectivamente. Se essas duas reagoes 
ocorrerem sequencialmente, o AG° para a reagao acoplada sera -8 kj/mol. Isso significa 
que em condigoes apropriadas a reagao desfavoravel Y —» Y pode ser impulsionada pela 
reagao favoravel Y desde que essa segunda reagao ocorra depois da primeira. Por 
exemplo, muitas reagoes da longa via que converte agucares em C0 2 e H 2 0 tern valores 
de AG° positivos. Porem, mesmo assim a via ocorre porque o AG° total para toda a serie 
de reagoes em sequencia tern um enorme valor negativo. 

Para muitas finalidades, a formagao de uma via sequencial nao e adequada. Fre- 
quentemente, a via desejada e apenas X —> Y, sem a conversao posterior de Y em outro 
produto. Afortunadamente, existem outras maneiras de uso de enzimas para acoplar 
reagoes. Essas maneiras geralmente envolvem a ativagao de moleculas carreadoras, 
como sera discutido a seguir. 


Moleculas carreadoras ativadas sao essenciais para a biossfntese 

A energia liberada pela oxidagao das moleculas dos alimentos deve ser armazenada tem- 
porariamente antes que possa ser canalizada para a sintese das varias outras moleculas 
de que a celula necessita. Em muitos casos, a energia e armazenada como energia de 
ligagao quimica em um pequeno numero de “moleculas carreadoras” as quais contem 
uma ou mais ligagoes covalentes ricas em energia. Essas moleculas difundem-se de for¬ 
ma rapida pela celula, carregando, assim, energias de ligagao dos locais de geragao de 
energia para locais onde a energia sera utilizada para a biossmtese e outras atividades 
necessarias para as celulas (Figura 2-31). 

Esses carreadores ativados armazenam energia de uma forma facilmente inter- 
cambiavel tanto como grupos quimicos facilmente transferiveis como carreadores de 
eletrons em um estado de alto nivel energetico, e eles podem desempenhar um duplo 


JRela?ao entre 
a variagao de energia livre 
padrao, AG°, e a constante de 
equilibrio 

Constante de 
equilibrio 
[X] „ 

w~ K 

Energia livre de 

X menos energia 
livre de Y 
[kJ/mol (kcal/mol)] 

10 5 

-29,7 (-7,1) 

10 4 

-23,8 (-5,7) 

10 3 

-17,8 (-4,3) 

10 2 

-11,9 (-2,8) 

10 1 

-5,9 (-1,4) 

1 

0(0) 

1CT 1 

5,9 (1,4) 

ur 2 

11,9(2,8) 

icr 3 

17,8(4,3) 

icr 4 

23,8(5,7) 

icr 5 

29,7 (7,1) 


Os valores das constantes de equilibrio foram 
calculados para uma reagao qufmica simples 
(Y X), usando a equagao apresentada no 
texto. AG° esta indicado em quilojoules por 
mol a 37°C e em quilocalorias por mol entre 
parenteses. Um quilojoule (kJ) e igual a 0,239 
quilocalorias (kcal) (1 kcal = 4,18 kJ). Como 
esta explicado no texto, AG° representa a di¬ 
ferenga de energia livre sob condigoes-padrao 
(onde todos os componentes estao presentes 
na concentragao de 1,0 mol/litro). A partir 
dessa tabela, pode-se verificar que se ha uma 
variagao de energia livre padrao (AG°) de -17,8 
kJ/mol (-4,3 kcal/mol) favoravel para a tran- 
sigao Y ^ X, havera, no equilibrio, mil vezes 
mais moleculas no estado X do que no estado 
Y (K = 1.000). 
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Figura 2-31 Transference de energia 
e o papel dos carreadores ativados 
no metabolismo. Poratuarem como 
doadores e receptores de energia, essas 
moleculas carreadoras de energia desem- 
penham sua fungao como intermediarias 
que acoplam a degradagao das moleculas 
dos alimentos e a liberagao de energia 
(catabolismo) a biossintese, que requer de 
energia, de moleculas organicas pequenas 
e grand es ( anabolismo). 


Molecula de 
alimento 


Reagao 
energeticamente 
favoravel 





Molecula de que 
a celula necessita 


Reagao 
energeticamente 
desfavoravel 



Molecula de Molecula de carreador ativado 
alimento oxidada 


Molecula disponivel 
na celula 


CATABOLISMO 


ANABOLISMO 


Figura 2-32 Modelo mecanico que 
ilustra o prindpio de acoplamento de 
reagoes quimicas. A reagao espontanea 
mostrada em (A) serve de analogia para 
a oxidagao direta de glicose a C0 2 e H 2 0, 
que produz apenas calor. Em (B), a mesma 
reagao esta acoplada a uma segunda 
reagao. Essa segunda reagao pode servir 
como uma analogia da sfntese de mole¬ 
culas carreadoras ativadas. A energia que 
e produzida em (B) esta em uma forma 
muito mais util do que a produzida em 
(A), podendo ser utilizada para que ocorra 
uma variedade de reagoes que, de outra 
maneira, seriam energeticamente desfa- 
voraveis (C). 


papel como fonte tanto de energia quanto de grupos quimicos para as reagoes biossin- 
teticas. Devido a razoes historicas, essas moleculas muitas vezes sao chamadas de co- 
enzimas. As mais importantes dessas moleculas carreadoras ativadas sao o ATP e duas 
moleculas intimamente relacionadas entre si, o NADH e o NADPH. As celulas usam car¬ 
readores de moleculas ativadas como se fossem uma forma de dinheiro para pagar por 
reagoes que, de outra forma, nao poderiam ocorrer. 

A formagao de um carreador ativado esta acoplada a uma reagao 
energeticamente favoravel 

Os mecanismos de acoplamento requerem de enzimas e sao fundamentais para todas 
as transferences de energia das celulas. A natureza das reagoes acopladas esta ilustra- 
da na Figura 2-32 por meio de uma analogia mecanica, na qual uma reagao quimica 
favoravel e representada por pedras que despencam de um penhasco. A energia das pe- 
dras que caem seria totalmente desperdigada na forma de calor, gerado pela fricgao das 
pedras ao atingirem o solo (ver diagrama do tijolo caindo na Figura 2-17). Por meio de 
um sistema cuidadosamente montado, entretanto, parte dessa energia pode ser usada 
para movimentar uma pa giratoria, que levanta um balde (Figura 2-32B). Como agora 
as pedras so podem atingir o solo depois de acionar a pa, pode-se dizer que a reagao 
energeticamente favoravel da queda das pedras foi acoplada diretamente a reagao ener¬ 
geticamente desfavoravel de levantar o balde de agua. Observe ainda que, como parte da 
energia foi usada para realizar um trabalho na Figura 2-32B, as pedras chegam ao solo 
com uma velocidade menor do que na Figura 2-32A e, assim, uma energia proportional - 
mente menor e dissipada como calor. 



Parte da energia cinetica e utilizada para A energia cinetica potencial armazenada 

levantar um balde de agua e uma quantidade no balde de agua levantado pode ser 

de energia proporcionalmente menor e usada para impulsionar um mecanismo 

transformada em calor hidraulico que execute um trabalho util 


A energia cinetica das pedras despencando 
e transformada apenas em energia termica 
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Figura 2-33 Hidrolise de ATP a ADP e 
fosfato inorganico. Os dois fosfatos mais 
externos do ATP sao mantidos ligados ao 
resto da molecula por ligagoes fosfoani- 
drido (anidrido fosforico) de alta energia 
e que podem ser facilmente transferidas. 
Como indicado, a adigao de agua ao ATP 
pode formar ADP e fosfato inorganico 
(P). A hidrolise do fosfato terminal do ATP 
produz entre 46 e 54 kJ/mol de energia 
utilizavel, dependendo das condigoes 
intracelulares. 0 grande valor negativo do 
AG dessa reagao provem de varios fatores: 
a liberagao do grupo fosfato terminal 
remove a repulsao (desfavoravel) entre car- 
gas negativas adjacentes, e o ion fosfato 
inorganico (P) liberado e estabilizado por 
ressonancia e pela formagao (favoravel) de 
ligagoes de hidrogenio com agua. 


0 ATP e a molecula carreadora ativada mais amplamente utilizada 

A molecula carreadora ativada mais importante e versatil que as celulas possuem e o ATP 
(adenosina trifosfato). Exatamente da mesma maneira que a energia armazenada pela ele- 
vagao do balde de agua na Figura 2-32B pode ser usada para movimentar mecanismos hi- 
draulicos dos mais diversos, o ATP funciona como um deposito conveniente e versatil, uma 
forma de moeda corrente de energia, usado para que uma grande variedade de reagoes 
quimicas possa ocorrer nas celulas. O ATP e sintetizado em uma reagao de fosforilagao al- 
tamente desfavoravel do ponto de vista energetico, na qual um grupo fosfato e adicionado a 
ADP (adenosina difosfato). Quando necessario, o ATP doa certa quantidade de energia por 
meio de sua hidrolise, energeticamente muito favoravel, formando ADP e fosfato inorgani¬ 
co (Figura 2-33). O ADP regenerado fica, entao, dispomvel para ser utilizado em outro ciclo 
de reagao de fosforilagao que forma ATP novamente. 

A reagao energeticamente favoravel da hidrolise do ATP e acoplada a muitas outras 
reagoes (que sem esse acoplamento seriam desfavoraveis), nas quais sao sintetizadas 
outras moleculas. Muitas dessas reagoes acopladas envolvem a transference do fosfato 
terminal do ATP para alguma outra molecula, como ilustrado na reagao de fosforilagao 
mostrada na Figura 2-34. 

Por ser o carreador ativado de energia mais abundante nas celulas, o ATP e a prin¬ 
cipal “moeda corrente”. Dando apenas dois exemplos, o ATP fornece energia para muitas 
das bombas que transportam substancias para dentro e para fora das celulas (discutido 
no Capitulo 11) e ele da energia para os motores moleculares que possibilitam que as 
celulas musculares contraiam-se e as celulas nervosas transportem materiais de uma a 
outra das extremidades dos seus longos axonios (discutido no Capitulo 16). 

A energia armazenada no ATP geralmente e utilizada para 
promover a ligagao de duas moleculas 

Discutimos anteriormente a maneira pela qual reagoes energeticamente favoraveis 
podem ser acopladas a uma reagao desfavoravel, X ^ Y, possibilitando, assim, que ela 
ocorra. Nessa reagao, uma segunda enzima catalisa a reagao energeticamente favoravel 
Y ^ Z, levando todo o X a ser transformado em Y. Entretanto, esse mecanismo nao tera 
utilidade quando o produto necessario for Y e nao Z. 


Ligagoes fosfoanidrido 



ADP 


Um processo semelhante ocorre nas celulas, onde as enzimas fazem o papel da pa 
giratoria. Por meio de mecanismos que serao discutidos posteriormente neste capitulo, 
as enzimas acoplam reagoes energeticamente favoraveis (como a oxidagao dos alimen- 
tos) com reagoes energeticamente desfavoraveis, como a geragao de moleculas carrea- 
doras ativadas. Nesse exemplo, a quantidade de calor liberado nas reagoes de oxidagao 
e diminuida por um valor exatamente igual a quantidade de energia armazenada nas 
ligagoes covalentes ricas em energia das moleculas carreadoras ativadas. E a molecula 
carreadora ativada recebe uma quantidade de energia que e suficiente para que uma 
reagao quimica possa ocorrer em outro lugar da celula. 
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Figura 2-34 Exemplo de reagao de 
transferencia de grupo fosfato. Essa 
reagao e energeticamente favoravel e, 
entao, possui um valor muito negativo de 
AG porque a ligagao rica em energia da 
ligagao fosfoanidrido do ATP e convertida 
em ligagao fosfoester. Reagoes desse tipo 
estao envolvidas na sfntese dos fosfolipi- 
deos e nas etapas iniciais do catabolismo 
dos agucares. 



Geralmente, uma reagao de biossmtese tipica e aquela na qual duas moleculas, 
A e B ; sao ligadas produzindo A-B por meio de uma reagao de condensagao altamente 
desfavoravel 


A-H + B-OH -> A-B + H 2 0 


Figura 2-35 Exemplo de uma reagao 
biossintetica energeticamente des¬ 
favoravel facilitada pela hidrolise 
de ATP. (A) llustragao esquematica da 
formagao de A-B pela reagao de conden- 
sagao descrita no texto. (B) Biossintese do 
aminoacido glutamina a partir do acido 
glutamico e de amonia. Inicialmente, 
o acido glutamico e convertido em um 
intermediario fosforilado rico em energia 
(correspondendo ao composto B-0-P0 3 
descrito no texto) que, entao, reage com 
a amonia (corresponde a A-H), formando 
glutamina. Nesse exemplo, as duas etapas 
ocorrem na superffcie da mesma enzima, 
glutamina sintetase. As ligagoes ricas em 
energia estao marcadas em vermelho ; 
aqui, como ocorre ao longo de todo este 
livro, o sfmbolo P, = HP0 4 2_ , e "P dentro de 
um circulo amarelo" indica P0 3 2- . 


Existe uma via indireta que permite que A-H e B-OH formem A-B, na qual o aco- 
plamento da reagao de hidrolise do ATP possibilita que a reagao ocorra. Nesse caso, a 
energia da hidrolise do ATP e inicialmente utilizada para converter B-OH em um com¬ 
posto intermediario rico em energia que, entao, reage diretamente com A-H, resultando 
em A-B. O mecanismo mais simples envolve a transferencia de um fosfato do ATP para 
B-OH, produzindo B-0P-0 3 . Nesse caso, avia tera apenas duas etapas: 

1. B-OH + ATP B-O-PO 3 + ADP 

2. A-H + B-O-PO 3 -> A-B + P; 

Resultado liquido: B-OH + ATP + A-H —» A-B + ADP + P. 

A reagao de condensagao, que e energeticamente desfavoravel, e forgada a ocorrer 
porque esta diretamente acoplada a hidrolise do ATP em uma via de reagoes catalisadas 
por enzimas (Figura 2-35A). 
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Uma reagao biossintetica exatamente desse tipo e usada para sintetizar o amino- 
acido glutamina (Figura 2-35B). Adiante, sera visto que mecanismos muito similares, 
porem mais complexos, sao usados na produgao de quase todas as moleculas grandes 
das celulas. 

NADH e NADPH sao importantes carreadores de eletrons 

Outras moleculas carreadoras ativadas sao importantes participantes de reagoes de 
oxidagao-redugao e geralmente tambem participam de reagoes celulares acopladas. 
Esses carreadores ativados sao especializados no transporte de eletrons com alto rnvel 
energetico (tambem denominados eletrons de “alta energia”) e atomos de hidrogenio. 
Os mais importantes desses carreadores de eletrons sao o NAD + (nicotinamida adenina 
dinucleotideo) e a molecula intimamente relacionada, NADP + (fosfato de nicotinamida 
adenina dinucleotideo). Cada um deles aceita um “pacote de energia” correspondendo 
a dois eletrons mais um proton (H + ) ; convertendo-os em NADH (nicotinamida adenina 
dinucleotideo reduzido) e NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo redu¬ 
zido), respectivamente (Figura 2-36). Por isso, essas moleculas podem ser vistas como 
carreadores de ions hidreto (o H + mais dois eletrons, ou H"). 

Assim como o ATP, o NADPH e um carreador ativado que participa de muitas rea- 
goes biossinteticas importantes que, de outra maneira, seriam energeticamente desfa- 
voraveis. O NADPH e produzido segundo o esquema geral mostrado na Figura 2-36A. 
Dois atomos de hidrogenio sao removidos da molecula do substrato em determinadas 
reagoes catabolicas que geram energia. Em um conjunto especial de reagoes catabolicas 
que produzem energia, dois eletrons e apenas um proton (i.e., um ion hidreto, H“) sao 
adicionados ao anel nicotinamida do NADP + , formando, assim, NADPH; o segundo pro- 


(A) 



Oxidagao da molecula 1 Redugao da molecula 2 


Figura 2-36 NADPH, um carreador de eletrons importante. (A) NADPH 
e produzido em reagoes do tipo geral, mostradas no lado esquerdo, nas quais 
ha remogao de dois atomos de hidrogenio de um substrato. A forma oxida- 
da da molecula carreadora, NADP + , recebe um atomo de hidrogenio e um 
eletron (um ion hidreto); o proton (H + ), de um outro atomo de H, e liberado 
para a solugao. Uma vez que NADPH mantem o ion hidreto por meio de uma 
ligagao rica em energia, esse ion pode ser facilmente transferido para outras 
moleculas, como e mostrado no lado direito da figura. (B) e (C) estruturas do 
NADP + e do NADPH. A parte da molecula de NADP + conhecida como anel da 
nicotinamida aceita o ion hidreto, H\ formando, dessa forma, NADPH. 

As moleculas de NAD + e NADH tern estrutura identica a NADP + e NADPH res¬ 
pectivamente, exceto pela ausencia do grupo fosfato indicado. 


(B) 


(C) 


NADP + 


oxidado 


NADPH 


reduzido 




Este grupo fosfato nao esta presente no NAD + e no NADH 
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ton (H + ) e liberado na solugao. Essa e uma reagao de oxidagao-redugao tipica, na qual o 
substrato e oxidado e o NADP + e reduzido. 

O ion hidreto carregado pelo NADPH e doado rapidamente por meio de uma 
reagao de oxidagao-redugao subsequente, pois, sem o ion hidreto, o anel fica com um 
arranjo de eletrons mais estavel. Nessas reagoes subsequentes, que regeneram o NADP + , 
e o NADPH que se torna oxidado, e o substrato fica reduzido. O NADPH e um doador 
efetivo de ion hidreto para outras moleculas, pela mesma razao pela qual o ATP transfere 
fosfatos com facilidade. Em ambos os casos, a transference e acompanhada por uma 
grande variagao negativa na energia livre. Um exemplo do uso do NADPH na biossmtese 
e mostrado na Figura 2-37. 

O grupo fosfato extra nao tern efeito nas propriedades de transference de eletrons 
do NADPH em relagao ao NADH por localizar-se distante da regiao que participa da 
transference de eletrons (ver Figura 2-36C). Ele, entretanto, deixa a molecula de NADPH 
com uma forma levemente diferente da forma do NADH, de modo que o NADPH e o 
NADH ligam-se como substratos a diferentes grupos de enzimas. Assim, os dois tipos de 
carreadores sao usados para transferir eletrons (ou ions hidreto) entre diferentes conjun- 
tos de moleculas. 

Por que existe essa divisao de trabalho? A resposta baseia-se na necessidade da re- 
gulagao independentemente de dois conjuntos de reagoes de transference de eletrons. 
O NADPH se liga principalmente a enzimas que catalisam reagoes anabolicas, provendo 
os eletrons ricos em energia que sao necessarios para a smtese de moleculas biologicas 
ricas em energia. O NADH, ao contrario, tern um papel especifico como intermediary no 
sistema de reagoes catabolicas que geram ATP pela oxidagao das moleculas dos alimen- 
tos, como sera discutido brevemente. A geragao do NADH a partir do NAD + (e a geragao 
do NADPH a partir do NADP + ) ocorre por vias diferentes, que sao reguladas de forma 
independente, de maneira que as celulas podem ajustar o suprimento de eletrons para 
esses dois propositos antagonicos de maneira independente uma da outra. No interior 
das celulas, a proporgao entre NAD + e NADH e mantida alta, enquanto a proporgao entre 
NADP + e NADPH e mantida baixa. Isso assegura uma enorme disponibilidade de NAD + 
para funcionar como agente oxidante e NADPH em abundancia para agir como agente 
redutor (Figura 2-37B); assim, essas fungoes especificas atendem as exigencias do cata- 
bolismo e do anabolismo, respectivamente. 


7-desidroxicolesterol 




Agente oxidante para 
o catabolismo 



Agente redutor para 
(B) o anabolismo 


Figura 2-37 NADPH como agente redutor. (A) Estagio final da via da biossfntese de colesterol. Assim como 
em muitas outras reagoes biossinteticas, a redugao da ligagao C=C e feita pela transference de um ion hidreto 
proveniente da molecula de NADPH e de um proton (H + ) da solugao. (B) A manutengao de NADPH em nfveis al¬ 
tos e de NADH em nfveis baixos altera as suas afinidades por eletrons (ver Painel 14-1, p. 765). Isso faz o NADPH 
ser um doador de eletrons muito mais forte (agente redutor) do que o NADH e, portanto, NAD + e um aceptor de 
eletrons (agente oxidante) melhor que o NADP + , conforme indicado. 
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Figura 2-38 Estrutura da acetil-CoA, 
importante molecula carreadora ativa- 

da. Acima da estrutura esta mostrado o 
seu modelo na forma de esfera e bastao. 

0 atomo de enxofre ( amarelo) forma uma 
ligagao tioester com o acetato. Uma vez 
que a molecula de acetato pode ser facil- 
mente transferida para outra molecula, a 
molecula de acetato pode ser facilmente 
transferida para outras moleculas, porque 
essa ligagao rica em energia libera grande 
quantidade de energia livre ao ser hidro- 
lisada. 


Existem muitas outras moleculas de carreadores ativados nas 
celulas 


Outros carreadores ativados tambem aceitam e transportam grupos quimicos que po- 
dem ser facilmente transferidos, na forma de ligagoes ricas em energia. Por exemplo, a 
coenzima A carrega por meio de uma ligagao tioester um grupo acetila facilmente trans- 
ferivel, que, nessa forma ativada, e conhecido como acetil-CoA (acetil-coenzima A). 
A acetil-CoA (Figura 2-38) e usada para adicionar unidades de dois carbonos em pro- 
cessos de biossmtese de moleculas grandes. 

Na acetil-CoA, assim como outras moleculas carreadoras, os grupos transferiveis 
constituem apenas uma pequena parte da molecula. O restante consiste em uma grande 
porgao organica que serve como um “portador” conveniente que facilita o reconhecimen- 
to da molecula carreadora por enzimas especificas. Assim como no caso da acetil-CoA, em 
outras moleculas, geralmente essa “porgao portadora” tambem contem um nucleotideo 
(em geral, adenosina difosfato). Esse fato curioso talvez seja uma reliquia do principio da 
evolugao. Atualmente, considera-se que o principal catalisador das primeiras formas de 
vida, antes do DNA ou das protemas, foram moleculas de RNA (ou moleculas relaciona- 
das), como descrito no Capitulo 6. E tentador especular se as diversas moleculas carreado¬ 
ras de hoje foram realmente originadas nesse mundo primitivo de RNA, em que as porgoes 
nucleotidicas poderiam ter utilidade para liga-las a enzimas de RNA (ribozimas). 


HAIgumas moleculas carreadoras ativadas utilizadas amplamente 
no metabolismo 
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Figura 2-39 FADH 2 e um carreador de 
hidrogenio e de eletrons de alta energia, 
da mesma forma que NADH e NADPH. (A) 

estrutura do FADH 2 com os atomos carreadores 
de hidrogenio em amarelo. (B) Formagao de 
FADH 2 a partir de FAD. 
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Assim, o ATP transfere fosfato, o NADPH transfere eletrons e hidrogenio, e a acetil- 
-CoA transfere o grupos acetila (unidade de dois carbonos). O FADH 2 (flavina adenina 
dinucleotideo reduzido) e utilizado da mesma forma que o NADH na transference de 
eletrons e protons (Figura 2-39). As reagoes de outras moleculas carreadores ativadas 
envolvem a transference de grupos metila, carboxila ou glicose para a biossmtese de va- 
res moleculas (Tabela 2-3). Esses carreadores ativados sao produzidos em reagoes nas 
quais ha acoplamento com a hidrolise de ATP (mostrado no exemplo da Figura 2-40). 
Desse modo, a energia que possibilita a utilizagao desses grupos em biossmteses vem 
de reagoes catabolicas que produzem ATP. Um processo semelhante ocorre nas smteses 
das grandes moleculas das celulas, os acidos nucleicos, as protemas e os polissacarideos, 
assunto que sera discutido posteriormente. 


A sintese dos polimeros biologicos e impulsionada pela hidrolise 


de ATP 


Como discutido anteriormente, as macromoleculas constituem a maior parte da massa 
das celulas (ver Figura 2-7). Essas moleculas sao constituidas por subunidades (ou mo- 
nomeros), ligadas por reagoes de condensagao, nas quais os constituintes de uma mo- 
lecula de agua (um OH e um H) sao removidos dos dois reagentes. Consequentemente, 
a reagao inversa, a degradagao dos tres tipos de polimeros, ocorre pela adigao de agua, 
em reagoes catalisadas por enzimas ( hidrolise ). Essas reagoes de hidrolise sao energeti- 
camente favoraveis, ao passo que as reagoes biossinteticas requerem adigao de energia e 
sao muito mais complexas (ver Figura 2-9). 

Os acidos nucleicos (DNA e RNA), as protemas e os polissacarideos sao polimeros 
produzidos pela adigao repetitiva de subunidades (tambem chamadas de monomeros) a 
uma das extremidades da cadeia em crescimento. As reagoes de sintese desses tres tipos 
de macromoleculas estao esquematizadas na Figura 2-41. Como indicado, a etapa de 
condensagao, em cada um dos casos, depende da energia proveniente da hidrolise de 
um nucleosideo trifosfato. Ainda, exceto no caso dos acidos nucleicos, nenhum grupo 
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Figura 2-40 Reaqao de transference do grupo carboxila utilizando uma molecula carreadora ativada. A enzima piruvato carboxilase utiliza biotina car- 
boxilada para transferir um grupo carboxila na produgao de oxalacetato, uma molecula necessaria para o ciclo do acido citrico. A molecula aceptora dessa reagao 
de transference de grupo e o piruvato. Outras enzimas utilizam biotina, uma vitamina do complexo B, para transferir grupos carboxila para outras moleculas 
aceptoras. Observe que a sintese de biotina carboxilada requer energia oriunda do ATP, uma caracteristica geral de muitos dos carreadores ativados. 
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Figura 2-41 Smtese de polissacarfdeos, protefnas e acidos nucleicos. A sfntese de cada 
um dos tipos de polfmeros biologicos envolve a perda de agua em reagoes de condensagao. 

0 consumo de nucleosfdeos trifosfato ricos em energia, necessarios para ativar cada monomero, 
previamente a sua adigao, nao e mostrado. A reagao inversa, a degradagao de todos os tres 
tipos de polfmeros, ocorre pela simples adigao de agua (hidrolise). 


fosfato e adicionado as moleculas que sao produto final dessas reagoes. De que maneira 
as reagoes que liberam energia por hidrolise de ATP acoplam-se a smtese dos polfmeros? 

Para cada um dos tipos de macromolecula, existe uma via catalisada por enzimas 
semelhante a via discutida previamente para a smtese do aminoacido glutamina (ver Fi¬ 
gura 2-35). O princfpio e exatamente o mesmo, pois o grupo -OH que sera removido na 
reagao de condensagao e inicialmente ativado pelo envolvimento em uma ligagao rica em 
energia com uma segunda molecula. Entretanto, o mecanismo realmente utilizado para 
acoplar a hidrolise de ATP a smtese das protefnas e de polissacarfdeos e mais complexo 
do que o utilizado na smtese de glutamina, pois ha necessidade de uma serie de interme¬ 
diaries ricos em energia para produzir a ligagao rica em energia que finalmente e quebra- 
da na etapa de condensagao (discutido no Capftulo 6 no que se refere a smtese proteica). 

Existem limitagoes na capacidade de cada carreador ativado impulsionar uma rea¬ 
gao biossintetica. O AG para a hidrolise de ATP, produzindo ADP e fosfato inorganico (Pj 
depende das concentragoes de todos os reagentes, mas, nas concentragoes geralmente 
encontradas nas celulas, ele situa-se entre -46 e -54 kj/mol. Em princfpio, essa reagao de 
hidrolise pode ser usada para que ocorra uma reagao desfavoravel com um AG de talvez 
+40 kj/mol, desde que exista uma via de reagoes adequadas. Para algumas reagoes bios- 
sinteticas, mesmo -50 kj/mol pode nao ser suficiente para fornecer energia como forga 
motriz. Nesses casos, a via de hidrolise do ATP pode ser alterada de tal maneira que ela 
primeiro produza AMP e pirofosfato ( PPi ), que, por sua vez, e hidrolisado em uma etapa 
subsequente (Figura 2-42). Esse processo como um todo disponibiliza uma variagao to¬ 
tal de energia livre de cerca de -100 kj/mol. Uma reagao biossintetica importante que e 
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Figura 2-42 Via alternativa para a 
hidrolise de ATP, na qual inicialmente 
ha formagao de pirofosfato, que, de- 
pois, e hidrolisado. Essa via libera em 
torno de duas vezes mais energia livre 
(aproximadamente -100 kJ/mol), do que a 
reagao mostrada anteriormente na Figura 
2-33 e forma AMP no lugar de ADR 
(A) Nas duas reagoes sucessivas de hidro¬ 
lise, os atomos de oxigenio das moleculas 
de agua que participam da reagao sao 
retidos nos produtos, como mostrado, 
enquanto os atomos de hidrogenio 
dissociam-se formando ions de hidrogenio 
livres (H + , nao mostrado). (B) Resumo da 
reagao total. 
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impulsionada dessa maneira e a smtese de acidos nucleicos (polinucleotideos), ilustrada 
no lado direito da Figura 2-43. 

E interessante observar que as reagoes de polimerizagao que produzem macro- 
moleculas podem ser orientadas de duas maneiras, com a molecula crescendo pela po¬ 
limerizagao dos monomeros na cabega ou na cauda do polimero. Na polimerizagao pela 
cabega, a ligagao ativada necessaria para a reagao de condensagao fica na extremidade 
final do polimero em crescimento e, entao, deve ser regenerada a cada vez que uma nova 



OH 


Figura 2-43 A smtese de um polinucleotideo, RNA ou DNA, e um processo de muitas etapas impelido 
pela hidrolise de ATP. Na primeira etapa, um nucleosideo monofosfato e ativado pela transference sequencial 
de dois grupos fosfato terminals de duas moleculas de ATP. 0 intermediary rico em energia que e formado, um 
nucleosideo trifosfato, permanece livre na solugao ate que reaja com a extremidade da cadeia de RNA ou de 
DNA que esta crescendo, liberando, entao, pirofosfato. A hidrolise desse ultimo fosfato inorganico e altamente 
favoravel e contribui para fazer a reagao como um todo seguir na diregao da sfntese do polinucleotideo. Para 
mais detalhes, ver Capftulo 5. 













CAPITULO 2 Bioenergetica e qufmica celular 73 


POLIMERIZAgAO PELA CABEgA (p. ex. f proteinas, acidos graxos) 
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'V© + >© 


<j> 


©>| 


© 


Cada monomero carrega uma ligagao 
rica em energia que sera usada para 
a adigao do monomero seguinte 


© 


Cada monomero carrega 
uma ligagao rica em energia 
que sera usada para 
sua propria adigao 


/ v© 


©^ 


unidade do monomero seja adicionada. Nesse caso, cada monomero carrega a ligagao 
reativa que sera usada na adigao do monomero seguinte. Ao contrario, na polimerizagao 
pela cauda, a ligagao ativada e carregada pelos monomeros, sendo usada imediatamente 
na adigao do proprio monomero (Figura 2-44). 

Em capitulos posteriores, veremos que os dois tipos de polimerizagao sao usados. 
A smtese de polinucleotideos e de alguns polissacarideos simples ocorre por polimeri¬ 
zagao pela cauda, enquanto a smtese das proteinas ocorre por um processo de polime¬ 
rizagao pela cabega. 


Figura 2-44 Orientagao dos interme¬ 
diaries em reagoes de condensagao 
repetidas que formam polimeros 
biologicos. 0 crescimento pela cabega e 
comparado com sua alternativa, o cresci¬ 
mento pela cauda. Como indicado, esses 
dois mecanismos sao utilizados para pro- 
duzir diferentes tipos de macromoleculas 
biologicas. 


Resumo 

As celulas vivas precisam criar e manter a ordem por si mesmas para que possam sobre- 
viver e crescer. Isso e termodinamicamente possivel somente porque ha umfornecimento 
continuo de energia que e liberada pelas celulas para o ambiente como calor que desor- 
dena os arredores da celula. As unicas reagoes quimicas possiveis de ocorrer sao aquelas 
que aumentam a quantidade total de desordem do universo. A variagao de energia livre 
de uma reagao, AG, e uma medida dessa desordem e ela deve ser menor do que zero para 
que a reagao ocorra espontaneamente. Esse AG depende tanto das propriedades intrinse- 
cas das moleculas reagentes como tambem das suas concentragdes, e pode ser calculado 
a partir dessas concentragdes caso tanto a constante de equilibrio (K) da reagao como a 
variagao de energia livre padrao (AG°) f orem conhecidas. 

A energia necessaria a vida vem, em ultima analise, da radiagao eletromagnetica 
do sol, que possibilita aformagao de moleculas organicas pelos organismos fotossinteti- 
cos, como as plantas. Os animais obtem energia alimentando-se de moleculas organicas 
e oxidando-as em uma serie de reagoes catalisadas por enzimas e que estao acopladas a 
formagao deATP, a moeda corrente de energia de todas as celulas. 

A contmua geragao de ordem nas celulas e possivel devido ao acoplamento da 
reagao de hidrolise de ATP (energeticamente favoravel) a reagoes energeticamente desfa- 
voraveis. Na biossmtese das macromoleculas, o ATP e usado paraformar intermediaries 
fosforilados reativos. Como as reagoes energeticamente desfavoraveis da biossmtese pas- 
sam a energeticamente favoraveis, diz-se que a hidrolise do ATP impulsiona essas reagoes. 
As moleculas polimericas, como as proteinas, os acidos nucleicos e os polissacarideos, sao 
sintetizadas a partir de pequenas moleculas precursoras ativadas por reagoes de conden- 
sagao repetitivas que sao impelidas por esse mecanismo. Outras moleculas reativas, cha- 
madas de carreadores ativados, ou coenzimas, transferem outros grupos quimicos durante 
a biossmtese. Por exemplo, o NADPH transfere hidrogenio na forma de um proton e dois 
eletrons (um ion hidreto), enquanto a acetil-CoA transfere um grupo acetila. 

COMO AS CELULAS OBTEM ENERGIA DOS ALIMENTOS 

O suprimento constante de energia que as celulas necessitam para gerar e manter a or¬ 
dem biologica que as mantem vivas vem da energia das ligagoes quimicas das moleculas 
dos alimentos. 

As proteinas, os lipideos e os polissacarideos, os constituintes da maior parte dos 
alimentos que comemos, devem ser degradados em moleculas pequenas antes que nos- 
sas celulas possam usa-los, tanto como fonte de energia ou como unidades fundamen¬ 
tal para outras moleculas. A digestao enzimatica degrada as grandes moleculas polime- 
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Figura 2-45 Representagao esquemati- 
ca da oxidagao em etapas controladas 
dos agucares nas celulas, comparada 
a queima normal. (A) Caso o agucar seja 
oxidado gerando C0 2 e H 2 0 em uma uni- 
ca etapa, ele liberara uma quantidade de 
energia maior do que aquela que pode ser 
capturada para propositos uteis. (B) Nas 
celulas, as enzimas catalisam oxidagoes 
por meio de uma serie de pequenas eta¬ 
pas nas quais a energia livre e transferida, 
em pacotes de tamanho conveniente, para 
moleculas carreadoras, frequentemente 
ATP e NADH. Em cada etapa, uma enzima 
controla a reagao reduzindo a barreira de 
energia de ativagao que deve ser suplanta- 
da para que a reagao possa ocorrer. 0 to¬ 
tal de energia livre liberado e exatamente 


ricas dos alimentos ate suas subunidades monomericas - as protemas em aminoacidos, 
os polissacarideos em agucares e as gorduras em acidos graxos e glicerol. Apos a diges- 
tao, as pequenas moleculas organicas derivadas dos alimentos entram no citosol das ce¬ 
lulas, onde sua oxidagao gradual inicia. 

Os agucares sao moleculas combustiveis especialmente importantes. Eles sao oxi- 
dados em varias etapas, controladamente, ate dioxido de carbono (C0 2 ) e agua (Figura 
2-45). Nesta segao, serao examinadas as principals etapas na degradagao, ou no cata- 
bolismo, dos agucares e sera mostrado como, nas celulas animais, eles produzem ATP, 
NADH e outras moleculas carreadoras ativadas. Uma via muito semelhante ocorre nas 
plantas, nos fungos e em muitas bacterias. Veremos tambem que a oxidagao dos acidos 
graxos e igualmente importante. Outras moleculas, como as protemas, quando canaliza- 
das por vias enzimaticas apropriadas, tambem servem como fonte de energia. 

A glicolise e uma via central na produgao de ATP 

O principal processo de oxidagao dos agucares e a sequencia de reagoes conhecida 
como glicolise (do grego, glukus, "doce” e lusis, "ruptura”). A glicolise produz ATP sem 
a participagao de oxigenio molecular (0 2 gasoso). Ela ocorre no citosol da maioria das 
celulas, inclusive nos organismos anaerobios. A glicolise provavelmente apareceu cedo 
na historia da vida, antes que os organismos fotossinteticos introduzissem oxigenio na 
atmosfera. Durante a glicolise, uma molecula de glicose (com seis atomos de carbono) e 
convertida em duas moleculas de piruvato (cada uma das quais contem tres atomos de 
carbono). Para cada molecula de glicose, duas moleculas de ATP sao hidrolisadas para 
fornecer energia para impulsionar as etapas iniciais e quatro moleculas de ATP sao pro- 
duzidas nas etapas finais. Ao final da glicolise, portanto, ha um ganho liquido de duas 
moleculas de ATP para cada molecula de glicose que e degradada. Tambem sao produzi- 
das duas moleculas do carreador ativado NADH. 

Avia glicolitica esta esbogada na Figura 2-46 e mostrada em mais detalhes no Pai- 
nel 2-8 (p. 104-105) e na Animagao 2.5. A glicolise envolve uma sequencia de 10 reagoes 
individuais, cada uma produzindo um agucar intermediario diferente e catalisada por 
uma enzima diferente. Do mesmo modo que a maioria das enzimas, elas tern os nomes 
com a terminagao ase, como isomemse e desidrogenase, para indicar o tipo de reagao 
que catalisam. 

Embora o oxigenio molecular nao seja usado na glicolise, ocorre oxidagao: eletrons 
dos carbonos derivados da molecula de glicose sao removidos por NAD + (produzindo 
NADH). A natureza em etapas do processo libera a energia da oxidagao em pequenas 
quantidades, de maneira que boa parte dessa energia pode ser armazenada em mole¬ 
culas de carreadores ativados em vez de ser liberada como calor (ver Figura 2-45). Desse 
modo, parte da energia liberada pela oxidagao impulsiona diretamente a smtese de mo¬ 
leculas de ATP a partir de ADP e P. e parte permanece com os eletrons no carreador de 
eletrons rico em energia NADH. 


Figura 2-45 Representagao esquemati- 
ca da oxidagao em etapas controladas 
dos agucares nas celulas, comparada 
a queima normal. (A) Caso o agucar seja 
oxidado gerando C0 2 e H 2 0 em uma uni- 
ca etapa, ele liberara uma quantidade de 
energia maior do que aquela que pode ser 
capturada para propositos uteis. (B) Nas 
celulas, as enzimas catalisam oxidagoes 
por meio de uma serie de pequenas eta¬ 
pas nas quais a energia livre e transferida, 
em pacotes de tamanho conveniente, para 
moleculas carreadoras, frequentemente 
ATP e NADH. Em cada etapa, uma enzima 
controla a reagao reduzindo a barreira de 
energia de ativagao que deve ser suplanta- 
da para que a reagao possa ocorrer. 0 to¬ 
tal de energia livre liberado e exatamente 


o mesmo em (A) e em (B). 
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Durante a glicolise, sao formadas duas moleculas de NADH para cada molecula de 
glicose. Nos organismos aerobios, essas moleculas de NADH doam seus eletrons para a 
cadeia transportadora de eletrons descrita no Capitulo 14, e o NAD + formado a partir do 
NADH e usado novamente para a glicolise (ver etapa 6 do Painel 2-8, p. 104-105). 

A fermentagao produz ATP na ausencia de oxigenio 

Na maioria dos animais e das plantas, a glicolise e apenas o preludio das etapas finais 
da degradagao das moleculas dos alimentos. Nessas celulas, o piruvato formado pela 
glicolise e rapidamente transportado para a mitocondria, na qual e convertido em C0 2 e 
acetil-CoA, cujo grupo acetila e, entao, completamente oxidado em C0 2 e H 2 0. 

Em contrapartida, em muitos organismos anaerobios - organismos que nao uti- 
lizam oxigenio molecular e podem crescer e se dividir na ausencia de oxigenio -, a gli¬ 
colise e a principal fonte de ATP para as celulas. Certos tecidos animais, como o mus¬ 
culo esqueletico, podem continuar funcionando, mesmo quando o oxigenio molecular 
e limitado. No caso dessas condigoes anaerobicas, o piruvato e os eletrons do NADH 
permanecem no citosol. O piruvato e convertido em produtos que sao excretados pe- 
las celulas, como etanol e C0 2 , no caso das leveduras usadas na fabricagao de cerveja e 
de pao, ou lactato, no caso do musculo. Nesses processos, o NADH doa seus eletrons e 
e reconvertido em NAD + . A regeneragao do NAD + e necessaria para a manutengao das 
reagoes da glicolise (Figura 2-47). 

Vias como essa que produzem energia, nas quais as moleculas organicas tanto 
doam como aceitam eletrons (que sao geralmente, como nesses casos, anaerobicas), 


Uma molecula 
de glicose 



Investimento 
de energia para 
ser recuperado 
posteriormente 


Frutose- 

-1,6-bisfosfato 


Duas moleculas 
de gliceraldeido- 
-3-fosfato 


™ I 


®oh 2 c o ch 2 o® 

S3i 

OH 


ETAPA 4 


CHO 

I 

CHOH 

I 


1 


ch 2 o® 


ETAPA 6 


Duas moleculas 
de piruvato 


ETAPA 7 

1 — 1 

ETAPA 8 

1 

ETAPA 9 

1 

T 

ETAPA 10 

1 — ~l 

COCT 

1 

coo 

1 

C =0 

1 

C =0 

1 

ch 3 

ch 3 


ETAPA 5 


CHO 

l 

CHOH 

I 


ch 2 o ® 

I- 


Clivagem do 
agucar de seis 
carbonos em 
dois agucares 
de tres carbonos 


Geragao de 
energia 


Figura 2-46 Esquema da glicolise. Cada 
uma das 10 etapas e catalisada por uma 
enzima diferente. Observe que a etapa 
4 cliva urn agucar de seis carbonos em dois 
agucares de tres carbonos, de modo que 
o numero de moleculas nas etapas que 
seguem e duplicado. Como indicado, a 
etapa 6 inicia a fase de geragao de energia 
da glicolise. Uma vez que duas moleculas 
de ATP sao hidrolisadas na primeira fase, a 
fase de investimento de energia, a glicolise 
leva a produgao liquida de duas moleculas 
de ATP e duas moleculas de NADH por 
mol de glicose (ver tambem o Painel 2-8). 
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Figura 2-47 Duas vias para a degra- 
dagao anaerobica do piruvato. (A) 

Quando o suprimento de oxigenio e insu- 
ficiente, como em uma celula muscular em 
contragao vigorosa, o piruvato produzido 
pela glicolise e convertido em lactato, 
como mostrado. Essa reagao regenera o 
NAD + consumido na etapa 6 da glicolise, e 
a via total rende muito menos energia do 
que a oxidagao completa. (B) Em alguns 
organismos, aqueles que podem crescer 
de forma anaerobica, como as leveduras, 
o piruvato e convertido, via acetaldeido, 
em dioxido de carbono e etanol. Nova- 
mente, essa via regenera o NAD + , a partir 
de NADH, que e necessario para permitir 
que a glicolise continue. Tanto (A) quanto 
(B) sao exemplos de fermentagao. 
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sao denominadas fermentagoes. Os estudos sobre fermentagoes comercialmente im- 
portantes realizadas por leveduras foram inspiradores nos primordios da bioquimica. 
Os estudos conduzidos no seculo XIX levaram ao reconhecimento, em 1896, de que 
esses processos podem ser estudados fora de um organismo vivo, ou seja, em extratos 
celulares. Essa descoberta revolucionaria possibilitou dissecar e estudar externamente 
cada uma das reagoes do processo de fermentagao. A elucidagao completa de todas as 
pegas da via glicolitica, que ocorreu na decada de 1930, constituiu-se um dos principais 
triunfos da bioquimica e foi rapidamente seguida pelo reconhecimento do papel central 
do ATP nos processos celulares. 

A glicolise ilustra como as enzimas acoplam oxidagao ao 
armazenamento de energia 

A formagao de ATP durante a glicolise demonstra claramente como as enzimas acoplam 
reagoes energeticamente desfavoraveis a reagoes energeticamente favoraveis, possibili- 
tando, dessa forma, que as muitas reagoes que possibilitam a vida possam ocorrer. As duas 
reagoes centrais da glicolise (etapas 6 e 7) convertem o agucar intermediario de tres carbo- 
nos, gliceraldeido-3-fosfato (um aldeido), em 3-fosfoglicerato (um acido carboxilico; ver o 
Painel 2-8, p. 104-105), oxidando, assim, um grupo aldeido a um grupo acido carboxilico. 
A reagao total libera energia livre suficiente para converter uma molecula de ADP em ATP 
e para transferir dois eletrons (e um proton) do aldeido para o NAD + , formando NADH, 
restando ainda energia suficiente para liberar calor para o meio, de modo a tornar a reagao 
total energeticamente favoravel (o AG° para a reagao total e -12,5 kj/mol). 

A Figura 2-48 apresenta um esbogo dessa impressionante faganha de coleta de 
energia. As reagoes quimicas sao conduzidas com precisao por duas enzimas as quais 
os agucares intermediaries estao ligados com alta afinidade. Como mostrado em deta- 
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(A) ETAPAS 6 E 7 DA GLICOLISE 
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Uma ligagao covalente de curta 
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da enzima gliceraldeido-3-fosfato 
desidrogenase. A enzima tambem se 
liga, de forma nao covalente, a NAD + . 


O gliceraldeido-3-fosfato e oxidado 
pela remogao do atomo de 
hidrogenio ( amarelo ) pela enzima e o 
transfere, junto com um eletron, para 
o NAD + , formando NADH, (ver Figura 
2-37). Parte da energia liberada pela 
oxidagao do aldeido e, entao, 
armazenada no NADH, e parte e 
armazenada na ligagao tioester que 
liga o gliceraldeido-3-fosfato a 
enzima. 
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A ligagao fosfato de alta energia; e 
transferida para o ADP, formando 
ATP. 


A oxidagao de um aldeido a acido 
carboxilico libera energia; grande 
parte dessa energia e capturada nos 
carreadores ativados ATP e NADH. 


Figura 2-48 Energia armazenada 
nas etapas 6 e 7 da glicolise. (A) Na 

etapa 6, a enzima gliceraldeido-3-fosfato 
desidrogenase acopla a oxidagao, ener- 
geticamente favoravel de um aldeido a 
reagao energeticamente desfavoravel da 
formagao de uma ligagao fosfato de alta 
energia, possibilitando, ao mesmo tempo, 
o armazenamento de energia na forma de 
NADH. A formagao da ligagao fosfato 
de alta energia e impulsionada pela reagao 
de oxidagao e a enzima atua como se fos¬ 
se o acoplador da "pa giratoria" mostrado 
na Figura 2-32B. Na etapa 7, a ligagao 
fosfato de alta energia recem-formada 
no 1,3-bisfosfoglicerato e transferida ao 
ADP, formando uma molecula de ATP e 
deixando no agucar oxidado um grupo 
carboxila livre. A porgao da molecula que 
sofre essas modificagoes esta sombreada 
em azul ; o resto da molecula permanece 
sem modificagoes ao longo de todas essas 
reagoes. (B) Resumo da alteragao quimica 
produzida pelas reagoes 6 e 7. 
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lhes na Figura 2-48, a primeira enzima (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) forma 
uma ligagao covalente de vida curta com o aldeido por meio do grupo -SH reativo da 
enzima, catalisando a oxidagao desse aldeido pelo NAD + , ainda quando ligado a enzima. 
A ligagao enzima-substrato e, entao, deslocada por um ion fosfato inorganico para formar 
o agiicar-fosfato intermediary rico em energia que, entao, e liberado da enzima. Esse 
intermediary liga-se a uma segunda enzima (fosfoglicerato-cinase). Essa enzima catali- 
sa a transference energicamente favoravel do fosfato de alta energia recem-sintetizado 
para o ADP, formando ATP e completando o processo de oxidagao de aldeido a acido 
carboxilico. Observe que a energia da oxidagao da ligagao C-H na etapa 6 impulsiona a 
formagao tanto de NADH como tambem de uma ligagao fosfato de alta energia. Assim, 
a quebra da ligagao rica em energia impulsiona a formagao de ATP. 

Essa oxidagao especifica foi examinada em detalhes porque e um claro exemplo 
de armazenamento de energia mediado por enzimas acoplando reagoes (Figura 2-49). 
As reagoes das etapas 6 e 7 sao as unicas na glicolise que criam uma ligagao fosfato rica 
em energia diretamente a partir de fosfato inorganico. Desse modo, elas sao responsa- 
veis pelo rendimento liquido de duas moleculas de ATP e duas moleculas de NADH por 
molecula de glicose (ver Painel 2-8, p.104-105). 

Como foi recem-visto, o ATP pode ser formado rapidamente a partir de ADP quan¬ 
do ocorre uma reagao intermediary com ligagoes fosfato com energia mais alta do que 
a energias presente na ligagao fosfato terminal do ATP. As ligagoes de fosfato podem ser 
ordenadas, segundo o rnvel de energia, comparando-se a variagao de energia livre pa- 
drao (AG°) da quebra, por hidrolise, de cada ligagao. A Figura 2-50 compara as ligagoes 
fosfoanidrido ricas em energia do ATP com outras ligagoes fosfato, algumas delas forma- 
das durante a glicolise. 

Os organismos armazenam moleculas de alimento em 
compartimentos especiais 

Todos os organismos precisam manter uma relagao ATP/ADP alta para manter a or- 
dem biologica em suas celulas. No entanto, o acesso dos animais aos alimentos e perio- 
dico, e as plantas devem sobreviver ao periodo noturno, quando ficam impossibilita- 
das de produzir agucares pela fotossintese. Por isso, tanto os animais quanto as plantas 
convertem agucares e gorduras em formas que sao armazenadas para uso posterior 
(Figura 2-51). 

Para compensar longos periodos de jejum, os animais armazenam acidos graxos 
na forma de goticulas de gordura insoluveis em agua, os triacilglicerois (tambem chama- 
dos de triglicerideos). Nos animais, os triacilglicerois sao armazenados principalmente 
no citoplasma de celulas gordurosas especializadas denominadas adipocitos. No caso 


Figura 2-49 Visao esquematica das 
reagoes acopladas que formam NADH 
e ATP nas etapas 6 e 7 da glicolise. 

A oxidagao da ligagao C-H impulsiona a 
formagao tanto de NADH como de liga¬ 
goes fosfato ricas em energia. A quebra da 
ligagao rica em energia permite a forma¬ 
gao de ATP. 
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A VARIAgAO TOTAL DE ENERGIA na etapa 6 seguida da etapa 7 e favoravel em -12,5 kJ/mol 
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Figura 2-50 Ligagoes fosfato tem energias diferentes. Exemplos de diferentes tipos de ligagao fosfato com os sitios de hidrolise 
mostrados nas moleculas representadas a esquerda. Aquelas que comegam com urn atomo de carbono em cinza mostram apenas 
parte da molecula. Exemplos de moleculas contendo essas ligagoes estao mostrados no lado direito, com a variagao de energia livre 
padrao para a hidrolise em quilojoules. A transference de urn grupo fosfato de uma molecula para outra e energeticamente favo- 
ravel se a variagao de energia livre (AG) para a hidrolise da ligagao fosfato na primeira molecula for mais negativa do que a hidrolise 
da ligagao fosfato na segunda molecula. Assim, em condigoes-padrao, urn grupo fosfato e prontamente transferido de 1,3-bifosfo- 
glicerato a ADP, formando ATP. (Condigoes-padrao geralmente nao se aplicam as celulas vivas, onde as concentragoes relativas dos 
reagentes e produtos influenciam a real mudanga na variagao de energia livre.) Observe que a reagao de hidrolise pode ser vista como 
a transference de urn grupo fosfato para a agua. 


de armazenamento de curto prazo, os agucares sao armazenados como subunidades 
de glicose no glicogenio, um polissacarideo grande e ramificado, presente na forma de 
granulos no citoplasma de muitas celulas, inclusive no figado e no musculo. A sintese e 
a degradagao do glicogenio sao prontamente reguladas, de acordo com a necessidade. 
Quando as celulas precisam de uma quantidade de ATP maior do que aquela que pode 
ser gerada a partir das moleculas de alimento captadas da corrente sangumea, essas ce¬ 
lulas degradam glicogenio por meio de uma reagao que produz glicose-1-fosfato, a qual 
e rapidamente convertida em glicose-6-fosfato para a glicolise (Figura 2-52). 

Do ponto de vista quantitative, a gordura e uma forma de armazenamento muito 
mais importante para os animais do que o glicogenio, provavelmente porque proporcio- 
na uma armazenagem mais eficiente. A oxidagao de um grama de gordura libera cerca 
de duas vezes mais energia que a oxidagao de um grama de glicogenio. Ademais, o gli¬ 
cogenio diferencia-se das gorduras por incorporar uma grande quantidade de agua. Isso 
leva a uma diferenga de massa de maneira que, para armazenar a mesma quantidade 
de energia, a massa do glicogenio deve ser seis vezes maior do que a massa de gordura. 
Em media, um homem adulto armazena glicogenio suficiente para apenas cerca de um 
dia de atividades normais, mas armazena uma quantidade de gordura que poderia durar 
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(C) 




Figura 2-51 Armazenamento de agucares e gorduras em celulas animais e vegetais. (A) Estruturas do amido e 
do glicogenio, as formas de armazenamento de agucar nas plantas e nos animais, respectivamente. Os dois sao polime- 
ros de reserva do agucar glicose e diferem somente na frequencia dos pontos de ramificagao. Ha muito mais ramifica- 
goes no glicogenio do que no amido. (B) Micrografia eletronica de granulos de glicogenio no citoplasma de uma celula 
hepatica. (C) Segao fina de urn cloroplasto de uma celula vegetal mostrando os granulos de amido e lipideos (goticulas 
de gordura) que se acumularam como resultado da biossintese que ocorre ali. (D) Inicio do acumulo de goticulas de 
gordura (coradas em vermelho) em adipocitos animais em desenvolvimento. (B, cortesia de Robert Fletterick e Daniel S. 
Friend; C, cortesia de K. Plaskitt; D, cortesia de Ronald M. Evans e Peter Totonoz.) 


quase um mes. Caso nossa reserva energetica, que esta na forma de gordura, estivesse na 
forma de glicogenio, o peso corporal deveria aumentar em cerca de 30 kg. 

O agucar e o ATP necessarios pelas celulas vegetais sao essencialmente produzidos 
em organelas diferentes: os agucares nos cloroplastos (organelas especializadas em fo- 
tossmtese) e o ATP na mitocondria. Embora as plantas produzam grandes quantidades 
de ATP e NADPH nos cloroplastos, essa organela esta isolada do resto da celula vegetal 


Figura 2-52 Como os agucares sao 
produzidos a partir do glicogenio. 

Subunidades de glicose sao liberadas do 
glicogenio por agao da enzima glicogenio 
fosforilase, produzindo glicose-1-fosfato 
que, entao, e rapidamente convertida em 
glicose-6-fosfato para a glicolise. 
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Figura 2-53 Algumas sementes que 
servem como alimentos importantes 
para o homem. Milho, nozes e ervilha 
contem ricas reservas de amido e gordura 
que fornecem ao jovem embriao da planta 
a energia e as unidades fundamentais 
para a biossfntese. (Cortesia da John Innes 
Foundation.) 


por uma membrana que e impermeavel a esses dois carreadores ativados. Alem disso, 
as plantas contem muitos tipos de celulas, como as das raizes, que nao possuem clo- 
roplastos e, portanto, nao podem produzir seus proprios agucares. Assim, os agucares 
sao exportados dos cloroplastos para as mitocondrias, que estao presentes em todas as 
celulas da planta. A maior parte do ATP necessario para o metabolismo da celula vegetal 
e sintetizado na mitocondria, utilizando exatamente as mesmas vias oxidativas de degra- 
dagao de agucares que ocorrem nos organismos nao fotossinteticos. Esse ATP, entao, e 
transferido para o resto da celula (ver Figura 14-42). 

Durante o dia, nos periodos de excesso de capacidade fotossintetica, os cloroplas¬ 
tos convertem parte dos agucares que produzem em gordura e em amido, um poli'mero 
de glicose analogo ao glicogenio dos animais. As gorduras das plantas sao triacilglicerois 
(triglicerideos), da mesma forma que a gordura dos animais, com diferengas apenas nos 
tipos de acidos graxos que predominam. Tanto as gorduras como o amido sao armazena- 
dos no interior dos cloroplastos ate que sejam necessarios para produgao de energia por 
oxidagao durante os periodos de escuridao (ver Figura 2-51C). 

Os embrioes presentes nas sementes dos vegetais devem viver por um longo pe- 
riodo apenas das fontes de energia armazenadas, isto e, ate que germinem e produzam 
folhas que possam captar a energia solar. Por essa razao, as sementes das plantas geral- 
mente contem grandes quantidades de gordura e de amido, o que as torna uma fonte 
importante de alimento para os animais, incluindo o homem (Figura 2-53). 

A maioria das celulas animais obtem dos acidos graxos a energia 
para os periodos entre as refeigoes 

Logo apos as refeigoes, a maior parte da energia de que os animais necessitam vem dos 
agucares obtidos dos alimentos. O excesso de agucares, se houver, e usado para repor as 
reservas de glicogenio que foram consumidas ou para sintetizar gordura como reserva 
alimentar. Entretanto, assim que a gordura e armazenada no tecido adiposo, ela e utili- 
zada. No inicio da manha, apos uma noite de jejum, a oxidagao dos acidos graxos gera a 
maior parte do ATP necessario para o homem. 

Baixos niveis sangumeos de glicose levam a degradagao de acidos graxos para a 
produgao de energia. Como ilustrado na Figura 2-54, os triacilglicerois armazenados nas 
goticulas de gordura nos adipocitos sao hidrolisados produzindo acidos graxos e glice- 
rol. Os acidos graxos sao liberados e transferidos para as celulas do organismo atraves 
da corrente sangumea. Embora os animais convertam facilmente agucares em gorduras, 
eles nao sao capazes de converter gordura em agucares; em vez disso, os acidos graxos 
sao oxidados diretamente. 

Os agucares e as gorduras sao degradados a acetil-CoA nas 
mitocondrias 

No metabolismo aerobio, o piruvato produzido no citosol pela glicolise a partir dos agu¬ 
cares e transportado para a mitocondria das celulas eucarioticas. Ai, ele e rapidamente 
descarboxilado por um complexo gigantesco de tres enzimas, denominado complexo da 
piruvato desidrogenase. Os produtos da descarboxilagao do piruvato sao uma molecula 
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Figura 2-54 Como as gorduras estocadas 
sao mobilizadas para a produgao de ener- 
gia nos animais. Nfveis baixos de glicose no 
sangue desencadeiam a hidrolise de moleculas 
de triacilglicerol das gotfculas de gordura para 
acidos graxos livres e glicerol. Esses acidos 
graxos entram na corrente sangumea, onde se 
ligam a uma proteina abundante do sangue 
denominada albumina serica. Os transporta- 
dores especiais de acidos graxos na membrana 
plasmatica das celulas que oxidam os acidos 
graxos, como as celulas musculares, transpor- 
tam, entao, esses acidos graxos para o citosol, 
a partir do qual sao movidos para as mitocon- 
drias para a produgao de energia. 


Figura 2-55 Vias de produgao de acetil- 
-CoA a partir de agucares e gorduras. 

Nas celulas eucarioticas, a mitocondria e o 
local onde a acetil-CoA e produzida a par¬ 
tir desses dois tipos principals de moleculas 
de alimento. Portanto, e o local onde ocor- 
re a maior parte das reagoes de oxidagao 
celulares e onde a maior parte do ATP e 
produzida. Os aminoacidos (nao mostrado) 
tambem podem entrar na mitocondria 
(nao mostrado) e serem convertidos em 
acetil-CoA ou em algum outro interme¬ 
diary do ciclo do acido citrico. A estrutura 
e o papel da mitocondria estao discutidos 
detalhadamente no Capitulo 14. 



de C0 2 (um produto de descarte), uma molecula de NADH e uma molecula de acetil- 
-CoA (ver Painel 2-9). 

Os acidos graxos importados da corrente sangumea sao levados para as mitocon- 
drias onde ocorre toda a oxidagao (Figura 2-55). Cada molecula de acido graxo (na for¬ 
ma da molecula ativada acilgraxo-CoA ) e completamente degradada por um ciclo de 
reagoes que remove dois carbonos de cada vez, a partir do grupo carboxila terminal, ge- 
rando uma molecula de acetil-CoA em cada volta do ciclo. Uma molecula de NADH e 
uma molecula de FADH 2 tambem sao geradas nesse processo (Figura 2-56). 

Os agucares e as gorduras constituem as principais fontes de energia para a maio- 
ria dos organismos que nao fazem fotossmtese, incluindo o ser humano. Entretanto, 
a maior parte da energia util que pode ser extraida da oxidagao de ambos os tipos de 
alimento permanece armazenada nas moleculas de acetil-CoA, produzidas pelos dois 
tipos de reagoes recem-descritas. As reagoes do ciclo do acido citrico, nas quais o grupo 
acetila (-COCH 3 ) da acetil-CoA e oxidado a C0 2 e H 2 0, e, portanto, central para o meta- 
bolismo energetico dos organismos aerobios. Nos eucariotos, todas essas reagoes ocor- 
rem nas mitocondrias. Nao surpreende, portanto, a descoberta de que a mitocondria e 
o local das celulas animais onde a maior parte do ATP e produzido. Por outro lado, nas 
bacterias aerobicas, todas essas reagoes, incluindo o ciclo do acido citrico, ocorrem no 
unico compartimento que possuem, o citosol. 

O ciclo do acido citrico gera NADH pela oxidagao de grupos 
acetila a C0 2 

No seculo XIX, os biologos observaram que, na ausencia de ar, as celulas produzem aci¬ 
do latico (p. ex., no musculo) ou etanol (p. ex., em leveduras), enquanto, na presenga de 
ar, elas consomem 0 2 e produzem C0 2 e H 2 0. Os esforgos feitos para definir as vias do 
metabolismo aerobio, focados na oxidagao do piruvato, levaram a descoberta, em 1937, 
do ciclo do acido citrico, tambem conhecido como ciclo do acido tricarboxilico ou, ain- 
da, ciclo de Krebs. O ciclo do acido citrico e responsavel por cerca de dois tergos do total 
da oxidagao de carbonos que ocorre na maioria das celulas. Os principais produtos dessa 
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via sao C0 2 e eletrons ricos em energia na forma de NADH. 0 C0 2 e liberado como um 
produto de descarte, enquanto os eletrons ricos em energia do NADH passam por uma 
cadeia transportadora de eletrons ligada a membrana (discutido no Capitulo 14) e, final- 
mente, combinam-se com 0 2 , produzindo H 2 0. O ciclo do acido citrico, por si mesmo, 
nao utiliza gas 0 2 (ele usa atomos de oxigenio para gerar agua). Entretanto, para que o 
ciclo possa ter continuidade, ha necessidade de 0 2 para as reagoes que ocorrem a seguir. 
Isso porque nao ha nenhuma outra maneira eficiente para que o NADH perca seus ele¬ 
trons, regenerando, assim, o NAD + que e necessario. 

Nas celulas eucarioticas, o ciclo do acido citrico ocorre dentro das mitocondrias. 
Isso leva a oxidagao completa dos atomos de carbono dos grupos acetila da acetil-CoA, 
que sao convertidos em C0 2 . Entretanto, o grupo acetila nao e oxidado diretamente. 
Em vez disso, ele e transferido da acetil-CoA para uma molecula maior (de quatro car- 
bonos), o oxalacetato, formando o acido tricarboxilico de seis carbonos, o acido citrico , 
que da origem ao nome do ciclo de reagoes. A molecula de acido citrico e, entao, oxidada 
gradativamente, possibilitando que a energia dessa oxidagao seja acoplada a produgao 
de moleculas ativadas carreadoras ricas em energia. A sequencia de oito reagoes forma 
um ciclo porque, ao final, ha regeneragao do oxalacetato, que, entao, entra novamente 
no ciclo, conforme esquematizado na Figura 2-57. 

Ate agora, foi discutido apenas um dos tres tipos de moleculas produzidas no ci¬ 
clo do acido citrico que atuam como carreadores ativados; NADH, a forma reduzida do 
sistema carreador de eletrons NAD + /NADH (ver Figura 2-36). Alem das tres moleculas 
de NADH, cada volta do ciclo tambem produz uma molecula de FADH 2 (flavina adenina 
dinucleotideo reduzido) a partir do FAD (ver Figura 2-39), e uma molecula do ribonucle- 
otideo trifosfato GTP, a partir do GDP. A Figura 2-58 mostra uma ilustragao da estrutura 
do GTP. O GTP e um parente muito proximo do ATP, sendo que a transference do seu 
grupo fosfato terminal para o ADP produz uma molecula de ATP a cada repetigao do 
ciclo. Resumidamente, pode-se considerar que a energia armazenada nos eletrons ricos 
em energia altamente transferiveis do NADH e do FADH 2 e, a seguir, utilizada para a 
produgao de ATP pelo processo de fosforilagao oxidativa, a unica etapa do catabolismo 
oxidativo dos nutrientes que requer oxigenio gasoso (0 2 ) diretamente da atmosfera. 


Figura 2-56 Oxidagao dos acidos 
graxos a acetil-CoA. (A) Microscopia ele- 
tronica de uma gota lipidica no citosol. (B) 
Estrutura das gorduras. As gorduras sao 
triacilglicerois. A porgao do glicerol, a qual 
sao ligados tres acidos graxos por ligagoes 
ester, esta mostrada em azul. As gorduras 
sao insoluveis em agua e formam gotas 
no interior das celulas de gordura (adipo- 
citos), que sao celulas especializadas em 
armazenar gordura. (C) Ciclo de oxidagao 
dos acidos graxos. 0 ciclo e catalisado por 
uma serie de quatro enzimas e ocorre na 
mitocondria. Cada volta do ciclo encurta 
a cadeia de acido graxo em dois carbonos 
(mostrados em vermelho), gerando uma 
molecula de acetil-CoA, uma molecula de 
NADH e uma molecula de FADH 2 . (A, cor- 
tesia de Daniel S. Friend.) 
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Figura 2-57 Visao geral do ciclo do 
acido citrico. A reagao da acetil-CoA com 
o oxalacetato inicia o ciclo, produzindo 
citrato (acido cftrico), Em cada volta do 
ciclo, duas moleculas de C0 2 sao produ- 
zidas como produtos de descarte, e ainda 
sao produzidas tres moleculas de NADH, 
uma molecula de GTP e uma molecula de 
FADH 2 . 0 numero de atomos de carbono 
de cada intermediario e mostrado nos 
quadros amarelos. Ver Painel 2-9 
(p. 106- 107) para mais detalhes. 



RESULTADO LIQUIDO: CADA VOLTA DO CICLO PRODUZ TRES MOLECULAS DE NADH, UMA 
MOLECULA DE GTP E UMA MOLECULA DE FADH 2 E LIBERA DUAS MOLECULAS DE C0 2 

O Painel 2-9 (p. 106-107) e a Animagao 2.6 apresentam o ciclo do acido citrico 
completo. Os demais atomos de oxigenio necessarios para produzir C0 2 a partir dos gru- 
pos acetila que entram no ciclo do acido citrico nao sao supridos pelo oxigenio molecu¬ 
lar, mas pela agua. Como ilustrado no painel, tres moleculas de agua sao quebradas a 
cada ciclo, de modo que, no final, atomos de oxigenio de algumas dessas moleculas de 
agua sao utilizados para a smtese de C0 2 . 

Alem do piruvato e dos acidos graxos, alguns aminoacidos passam do citosol para 
a mitocondria, onde tambem sao convertidos em acetil-CoA ou em algum outro inter¬ 
mediario do ciclo do acido citrico. Assim, nas celulas eucarioticas, as mitocondrias sao o 
centro de todos os processos que produzem energia, independentemente de eles come- 
garem a partir de agiicares, gorduras ou protemas. 

Tanto o ciclo do acido citrico quanto a glicolise funcionam como ponto de inicio de 
reagoes biossinteticas importantes por produzir intermediaries contendo carbono e que 
sao de importance vital, como oxalacetato e a-cetoglutarato. Algumas dessas substan- 
cias produzidas pelo catabolismo sao transferidas da mitocondria de volta para o citosol, 
onde servem como precursores de reagoes anabolicas de smtese de muitas moleculas 
essenciais, como os aminoacidos (Figura 2-59). 

Na maioria das celulas, o transporte de eletrons promove a 
sfntese da maior parte do ATP 

A maior parte da energia das moleculas dos alimentos e liberada no ultimo estagio da 
degradagao das moleculas utilizadas como alimento. Nesse processo final, NADH e 
FADH 2 transferem os eletrons que receberam ao oxidar as moleculas organicas deriva- 
das dos alimentos para a cadeia transportadora de eletrons, que se localiza na mem- 
brana interna da mitocondria (ver Figura 14-10). A medida que os eletrons passam por 
essa longa cadeia de moleculas especializadas em receber e doar eletrons, eles passam 
sucessivamente a estados de menor energia. A energia que os eletrons liberam nesse 
processo bombeia ions H + (protons) atraves da membrana, do compartimento interno 
da mitocondria (a matriz) para o espago entre as membranas (e dai para o citosol) geran- 
do um gradiente de ions H + (Figura 2-60). Esse gradiente serve como importante fonte 
de energia para as celulas, armazenada de maneira semelhante a uma bateria, e que e 
usada em uma grande variedade de reagoes que requerem energia. A fosforilagao de 
ADP, formando ATP, e a mais proeminente dessas reagoes. 

Ao final dessa serie de transferences de eletrons, eles passam para moleculas de 
oxigenio (0 2 ) que se difundiram para a mitocondria e que se combinam com os protons 
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Figura 2-58 Estrutura do GTP. 0 GTP e 

o GDP sao estruturalmente semelhantes 
ao ATP e ao ADP, respectivamente. 


(H + ) presentes em solugao, produzindo moleculas de agua. Nesse momento, os eletrons 
atingem um nivel energetico baixo e toda a energia dispomvel foi extraida das moleculas 
oxidadas de alimento. Esse processo, denominado fosforilacao oxidativa (Figura 2-61), 
tambem ocorre na membrana plasmatica das bacterias. Como esse processo e um dos 
apices da evolugao das celulas, ele e o topico central do Capitulo 14. 

Assim, a oxidagao completa de uma molecula de glicose ate a produgao de H 2 0 e 
C0 2 e utilizada pela celula para produzir 30 moleculas de ATP. Por outro lado, conside- 
rando apenas a glicolise, apenas duas moleculas de ATP sao produzidas por molecula 
de glicose. 

Os aminoacidos e os nucleotfdeos fazem parte do ciclo do 
nitrogenio 

A discussao feita ate agora se concentrou principalmente no metabolismo de carboidra- 
tos, e os metabolismos do nitrogenio e do enxofre nao foram ainda abordados. Esses dois 
elementos sao importantes constituintes das macromoleculas biologicas. Os atomos de 
nitrogenio e de enxofre, atraves de uma serie de ciclos reversiveis, sao tranferidos de um 
composto a outro e tambem entre os organismos e o ambiente em que vivem. 
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Figura 2-59 A glicolise e o ciclo do 
acido citrico fornecem os precursors 
necessarios para a sintese de varias 
moleculas biologicas importantes. 

Aminoacidos, nucleotfdeos, lipfdeos, agu- 
cares e outras moleculas (mostrados aqui 
como produtos) servem como precursores 
de varias das macromoleculas da celula. 
Neste diagrama, as setas pretas indicam 
uma unica reagao catalisada por uma 
enzima. As setas vermelhas geralmente 
representam vias com muitas etapas que 
sao necessarias para produzir os produtos 
indicados. 
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Figura 2-60 As reagoes de transporte de 
eletrons geram um gradiente de H entre as 
duas faces da membrana. Um eletron em um 
estado de alta energia (proveniente, p. ex., da 
oxidagao de um metabolito) passa sequencial- 
mente pelos carreadores A, B e C ate um estado 
de menor energia. Neste diagrama, o carreador 
B esta localizado na membrana de tal maneira 
que, durante o transporte de um eletron, ele 
capta H + de uma das faces da membrana e o 
libera na face oposta. Isso leva a um gradiente 
de IT. Como esta discutido no Capftulo 14, esse 
gradiente e uma importante forma de energia 
que e acoplada por outras proteinas da mem¬ 
brana para impulsionar a formagao de ATP (para 
um exemplo real, ver a Figura 14-21). 


Embora o nitrogenio molecular seja abundante na atmosfera da Terra, ele e um 
gas quimicamente inerte. Somente poucas especies de seres vivos tern capacidade de 
incorpora-lo em moleculas organicas, um processo denominado fixagao de nitrogenio. 
A fixagao de nitrogenio ocorre em alguns microrganismos e em alguns processos geofisi- 
cos, como as descargas de raios durante as tempestades. A fixagao de nitrogenio e essen- 
cial para toda a biosfera: sem ela nao haveria vida na Terra. Apenas uma pequena parte 
de todos os compostos nitrogenados presentes nos organismos vivendo hoje e oriunda 
de produtos formados por nitrogenio recem-fixado da atmosfera. A maior parte do nitro¬ 
genio esta circulando entre os organismos ha muito tempo, passando de um ser vivo para 
outro. Assim, podemos considerar que as reagoes de fixagao de nitrogenio que ocorrem 
atualmente tern a fungao de completar a disponibilidade total de nitrogenio existente. 

Os vertebrados recebem praticamente todo seu nitrogenio pela ingestao de uma 
dieta contendo proteinas e acidos nucleicos. No organismo, essas macromoleculas sao 
degradadas ate aminoacidos e nos componentes dos nucleotideos. O nitrogenio que elas 
contem e utilizado para produzir novas proteinas e novos acidos nucleicos, ou outras 
moleculas. Cerca de metade dos 20 aminoacidos encontrados nas proteinas sao aminoa¬ 
cidos essenciais para os vertebrados (Figura 2-62), isto e, nao podem ser sintetizados a 
partir dos demais componentes da dieta. Os outros aminoacidos podem ser sintetiza¬ 
dos utilizando-se varios materiais, inclusive os intermediaries do ciclo do acido citrico. 
Os aminoacidos essenciais sao sintetizados pelas plantas e por organismos invertebra- 
dos, geralmente utilizando vias metabolicas longas com alto dispendio de energia e que 
foram perdidas durante a evolugao dos vertebrados. 

Os nucleotideos necessarios para a smtese de RNA e de DNA podem ser sintetiza¬ 
dos por vias biossinteticas especializadas. Todos os nitrogenios, assim como alguns dos 
atomos de carbono, das bases puricas e pirimidicas provem dos aminoacidos glutamina, 
acido aspartico e glicina, que sao abundantes. Por outro lado, os agucares ribose e deso- 
xirribose sao derivados da glicose. Nao existem "nucleotideos essenciais” que devam ser 
fornecidos pela dieta. 

Os aminoacidos que nao sao utilizados em vias biossinteticas podem ser oxidados 
para a geragao de energia metabolica. A maior parte dos seus atomos de carbono e hi- 
drogenio forma C0 2 e H 2 0, enquanto os seus atomos de nitrogenio sao transferidos de 
uma molecula a outra de varias formas ate comporem a ureia, que e, entao, excretada. 
Cada aminoacido e processado de uma maneira diferente e existe toda uma constelagao 
de reagoes enzimaticas para cataboliza-los. 

O enxofre e abundante na Terra na sua forma mais oxidada, sulfato (S0 4 2 ). Para se- 
rem uteis para vida, o sulfato deve ser reduzido a sulfito (S 2 ~), o estado de oxidagao do en¬ 
xofre que e necessario para a smtese de moleculas biologicas, inclusive os aminoacidos 
metionina e cistema, a coenzima A (ver Figura 2-39) e os centros ferro-enxofre essenciais 
para o transporte de eletrons (ver Figura 14-16). Os processos de redugao do enxofre co- 
megam em bacterias, fungos e plantas, nos quais um grupo especializado de enzimas 
utiliza ATP e poder redutor, formando a via de assimilagao de enxofre. Os seres humanos 
e os demais animais nao podem reduzir sulfato e, portanto, devem adquirir o enxofre 
que necessitam para seus metabolismos dos alimentos que consomem. 


Figura 2-61 Estagios finais da oxidagao 
das moleculas de alimentos. As moleculas 
de NADH e FADH 2 (FADH 2 nao esta mostrado) 
sao produzidas pelo ciclo do acido citrico. Esses 
carreadores ativados doam eletrons de alta 
energia que serao usados para reduzir oxigenio 
gasoso, formando agua. A maior parte da 
energia liberada durante essas transferences 
de eletrons, que ocorrem ao longo da cadeia 
transportadora de eletrons na membrana inter¬ 
na da mitocondria (ou na membrana plasma- 
tica de bacterias), e acoplada a sintese de ATP 
- daf o nome fosforilagao oxidativa (discutido 
no Capftulo 14). 
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0 metabolismo e altamente organizado e regulado 

E possivel ter uma ideia de como e complexa a maquinaria quimica das celulas obser- 
vando as relagoes entre a glicolise, o ciclo do acido citrico e as outras vias metabolicas 
representadas na Figura 2-63. Essa figura mostra apenas algumas das vias enzimaticas 
de uma celula humana. E obvio que nossa discussao sobre o metabolismo celular sera 
restrita a apenas uma pequena parte do amplo campo da quimica celular. 

Todas essas reagoes ocorrem em celulas que tern menos de 0,1 mm de diametro, 
sendo que cada uma dessas reagoes requer uma enzima diferente. Como a Figura 2-63 
deixa claro, frequentemente a mesma molecula pode fazer parte de mais de uma via. 
O piruvato, por exemplo, e substrato para mais de meia duzia de enzimas diferentes; 
cada uma delas o modifica quimicamente de uma maneira distinta. Uma enzima con- 
verte piruvato em acetil-CoA; outra, em oxalacetato; uma terceira, no aminoacido alani- 
na; uma quarta, em lactato, e assim por diante. Todas essas vias competem pela mesma 
molecula de piruvato. Simultaneamente, ocorrem milhares de competigoes semelhantes 
por outras moleculas pequenas. 

A situagao e ainda mais complicada nos organismos multicelulares. Em geral, dife¬ 
rentes tipos de celulas possuem um conjunto diferente de enzimas. Alem disso, diferen¬ 
tes tecidos contribuem de forma distinta para a quimica do organismo como um todo. 
Alem das diferengas quanto a produtos especializados, como hormonios e anticorpos, 
existem diferengas significativas nas vias metabolicas "comuns" entre os varios tipos de 
celulas presentes em um mesmo organismo. 

Embora praticamente todas as celulas contenham as enzimas da glicolise, do ci¬ 
clo do acido citrico, da smtese e da degradagao de lipideos e do metabolismo dos ami¬ 
noacidos, os mveis com que cada um desses processos sao necessarios em cada um dos 
diferentes tecidos nao sao os mesmos. Por exemplo, a celula nervosa, a celula que mais 
trabalha no organismo, praticamente nao mantem nenhuma reserva de glicogenio ou de 
acido graxo e depende quase totalmente do fornecimento de glicose pela corrente san- 
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Figura 2-62 Os nove aminoacidos es¬ 
senciais. Esses aminoacidos nao podem 
ser sintetizados por celulas humanas e, 
portanto, devem ser supridos pela dieta. 



Figura 2-63 A glicolise e o ciclo do acido citrico estao no centro de um conjunto complexo de vias metabolicas nas celulas humanas. Cerca de 2 mil 
reagoes metabolicas estao representadas esquematicamente com as reagoes da glicolise e do acido citrico em vermelho. Diversas outras reagoes tambem levam 
a essa via central, fornecendo moleculas pequenas para serem catabolizadas, com a consequente produgao de energia, ou desviadas para suprirem a biossintese 
com compostos de carbono. (Adaptada, com permissao, de Kanehisa Laboratories.) 
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OQUE NAO SABEMOS 

• A quimiosmose veio antes da fermen- 
tagao como fonte de energia metabo- 
lica ou alguma forma de fermentagao 
veio antes, como tern sido aceito por 
varios anos? 

• Qual sera o numero minimo de com- 
ponentes que sao necessarios para 
compor uma celula viva? Como e que 
se pode descobrir isso? 

• E possfvel a existencia de outras for¬ 
mas de vida alem daquela que co- 
nhecemos na Terra (e que foi descrita 
neste capitulo)? Quais seriam o tipo 
de assinaturas qufmicas que se deveria 
procurar para se investigar a presenga 
de vida em outros planetas? 

• A quimica que e compartilhada pelas 
celulas de todos os seres vivos pode 
ser uma pista para se decifrar como 
era o ambiente onde as primeiras celu¬ 
las se originaram? Por exemplo, o que 
se pode concluir da constancia univer¬ 
sal da relagao K + /Na + , do pH neutro e 
do papel central do fosfato? 


guinea. De maneira oposta, as celulas do figado fornecem glicose para as celulas mus- 
culares que estiverem em contragao e reciclam o acido latico produzido pelas celulas do 
musculo novamente em glicose. Todos os tipos de celulas tern vias metabolicas caracte- 
risticas e devem cooperar tanto para o estado de normalidade como para a resposta a um 
estresse ou ao jejum. Pode-se pensar que o sistema como um todo deve ser equilibrado 
com tal grau de precisao que qualquer disturbio, por menor que seja, como uma mudan- 
ga temporaria na ingestao de alimento, pode ser desastroso. 

Na realidade, o equilibrio metabolico das celulas e espantosamente estavel. Inde- 
pendentemente de como o equilibrio e perturbado, as celulas reagem no sentido de res- 
tabelecer o estado inicial. As celulas podem adaptar-se e continuar a funcionar durante 
o jejum ou doenga. Muitos tipos de mutagoes podem prejudicar ou mesmo eliminar de- 
terminadas vias e, mesmo assim, certas necessidades minimas sao satisfeitas, de modo 
que a celula sobrevive. Isso acontece porque uma rede elaborada de mecanismos de con- 
trole regula e coordena as velocidades de todas essas reagoes. Esses controles apoiam-se 
fundamentalmente na capacidade impressionante que as proteinas tern de modificarem 
suas conformagoes e suas quimicas em resposta a alteragoes no ambiente em que este- 
jam. Os principios que regem o modo como as grandes moleculas como as proteinas sao 
sintetizadas e a quimica de sua regulagao sao abordados a seguir. 

Resumo 

A glicose e as outras moleculas dos alimentos sao degradadas atraves de etapas de oxidagao 
controladas parafornecer energia quimica na forma deATP e deNADH. Existem tres conjun- 
tos de reagoes que agem em sequencia, sendo que os produtos finais de uma sao o material 
inicial para a proxima: a glicolise (que ocorre no citosol), o ciclo do acido citrico (na matriz da 
mitocondria) eafosforilagao oxidativa (na membrana interna da mitocondria). Os produtos 
intermediaries da glicolise e os do ciclo do acido citrico sao utilizados como fonte de energia 
metabolica e tambem para produzir muitas das moleculas pequenas usadas como materia- 
-prima para as vias de biossintese. As celulas armazenam moleculas de agucar na forma de 
glicogenio, nos animais, e na forma de amido, nas plantas. Tanto os animais como as plantas 
usam intensamente as gorduras como reserva de alimento. Esses materiais de reserva, por sua 
vez, servem como a principal fonte de alimento para o homem, em conjunto com as proteinas , 
que compoem a maior parte do peso seco das celulas nos alimentos que ingerimos. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais das afirmativas abaixo estao corretas? Justifique. 

2-1 Umasolugao 10 8 M de HCltempH 8. 

2-2 A maioria das interagoes entre macromoleculas pode 
ser mediada tanto por ligagoes covalentes como por ligagoes 
nao covalentes. 

2-3 Animais e plantas utilizam oxidagao para extrair ener¬ 
gia das moleculas dos alimentos. 

2-4 Caso ocorra oxidagao em uma reagao, tambem ocorre- 
ra uma redugao. 

2-5 O acoplamento da reagao energeticamente desfavora¬ 
vel A^Ba uma segunda reagao B —> C, que seja favo ravel, 
deslocara a constante de equilibrio da primeira reagao. 

2-6 O criterio que define que uma reagao ocorre esponta- 
neamente e AG e nao AG°, porque AG leva em consideragao 
as concentragoes dos reagentes e dos produtos. 

2-7 O oxigenio consumido durante a oxidagao da glicose 
nas celulas animais retorna para a atmosfera na forma de C0 2 . 

Discuta as questdes a seguir 

2-8 Diz-se que a quimica organica das celulas vivas e espe¬ 
cial por duas razoes: ocorre em um ambiente aquoso e realiza 


reagoes muito complexas. Voce concorda que ela e realmente 
tao diferente da quimica organica executada nos principais 
laboratories do mundo? Justifique sua resposta. 

2-9 O peso molecular do etanol (CH 3 CH 2 OH) e 46, e a den- 
sidade e 0,789 g/cm 3 . 

A. Qual e a molaridade do etanol na cerveja que tern 5% de 
etanol (em volume)? (O conteudo alcoolico da cerveja varia 
entre 4% [cervejas fracas] e 8% [cervejas fortes]). 

B. O limite legal do conteudo alcoolico no sangue varia 
conforme o pais, mas 80 mg de etanol por 100 mL de sangue 
(geralmente considerado como um nivel de alcool no san¬ 
gue de 0,08) e o mais comum. Qual e a molaridade do etanol 
em uma pessoa nesse limite legal? 

C. Quantas garrafas de cerveja (a 5% de etanol) de 355 mL 
uma pessoa de 70 kg pode beber e ainda permanecer no 
limite legal? Uma pessoa de 70 kg contem cerca de 40 L de 
agua. Ignore o metabolismo do etanol e suponha que o con¬ 
teudo de agua da pessoa permanega constante. 

D. O etanol e metabolizado a uma velocidade de cerca 
de 120 mg por hora por kg de peso, independentemente de 
sua concentragao. Se uma pessoa de 70 leg tiver duas vezes 
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o limite legal de alcool no sangue (160 mg/100 mL), quanto 
tempo levara para que o limite de alcool no sangue diminua 
ate o limite legal? 

2-10 Sabe-se que a cadeia lateral da histidina tern um pa- 
pel importante no mecanismo catalitico de determinada en- 
zima. Entretanto, nao esta claro se a histidina e necessaria no 
estado protonado (carregada) ou nao protonado (nao carre- 
gada). Para responder a essa questao, a atividade da enzima 
deve ser medida em um amplo espectro de pH. Os resulta- 
dos estao mostrados na Figura Q2-1. Qual a forma de histi¬ 
dina necessaria para a atividade enzimatica? 



Figura Q2-1 Atividade enzi¬ 
matica em fungao do pH. 


2-11 As tres moleculas mostradas na Figura Q2-2 contem 
os sete grupos reativos mais comuns que ocorrem na biolo- 
gia. A maioria das moleculas que formam as celulas e com- 
posta por esses grupos funcionais. Indique e de o nome dos 
grupos funcionais dessas moleculas. 
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II 

“O— p —0“ 
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HO-CH 
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“O P = o 
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1,3-bisfosfoglicerato 


Figura Q2-2 Tres moleculas que ilustram 
os sete grupos mais comuns em biologia. 

0 1,3-bifosfoglicerato e o piruvato sao 
intermediaries da glicolise, e a cisteina e um 
aminoacido. 
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SH 
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cn 2 

C =0 

CH — C 

' 

ch 3 

nh 3 + 

Piruvato 

Cisteir 


2-12 A “difusao” pode parecer vagarosa na vida cotidiana, 
mas, em uma escala celular, ela e muito rapida. A velocidade 
instantanea media de uma particula em solugao, isto e, a ve¬ 
locidade entre as colisoes muito frequentes, e 

v = (kT/m) V2 

em que lc = 1,38 x 10" 16 g cm 2 /K s 2 , T = temperatura em 
K (37 °C = 310 K), e m = massa em g/molecula. 

Calcule a velocidade instantanea de uma molecu- 
la de agua (massa molecular =18 daltons), de uma molecula 
de glicose (massa molecular = 180 daltons) e de uma molecu¬ 
la de mioglobina (massa molecular = 15.000 daltons) a 37 °C. 
Apenas por diversao, converta esses numeros em km/h. An¬ 
tes de iniciar os calculos, tente imaginar se essas moleculas 
estao se movendo como um nadador lento (< 1 km/h), como 


uma pessoa em caminhada leve (5 km/h) ou como um velo- 
cista (40 km/h). 

2-13 A polimerizagao das unidades de tubulina forman- 
do microtubulos ocorre com aumento no ordenamento das 
subunidades. Mesmo assim, na polimerizagao da tubulina 
ha aumento na entropia (diminuigao da ordem). Como isso 
pode ser possivel? 

2-14 Uma pessoa adulta normal de 70 kg pode conseguir 
toda a energia de que precisa para passar um dia comendo 
3 mols de glicose (540 g). (Isso nao e recomendado.) Cada 
molecula de glicose gera 30 moleculas de ATP quando 
oxidada a C0 2 . A concentragao de ATP celular e mantida em 
cerca de 2 mM, e um adulto de 70 kg tern cerca de 25 L de li- 
quido intracelular. Uma vez que o ATP permanece constante 
nas celulas, calcule quantas vezes por dia, em media, cada 
molecula de ATP do corpo e hidrolisada e ressintetizada. 

2-15 Supondo que existem 5 x 10 13 celulas no corpo huma- 
no e que a reciclagem ( turnover ) do ATP e de 10 9 ATP por mi- 
nuto em cada celula, calcule quantos watts o corpo humano 
consome? (1 watt e 1 joule por segundo). Considere que a 
hidrolise do ATP produz 50 kj/mol. 

2-16 Uma barra de cereal de 65 g (1.360 kj) pode suprir 
energia suficiente para escalar o monte Zermatt (1.660 m de 
altitude) nos Alpes, ate o topo do pico Matterhorn (4.478 m 
de altitude, Figura Q2-3, ou se deve fazer uma pausa na ca¬ 
bana Hornli (3.260 m de altitude) para comer mais uma bar¬ 
ra? Imagine que o alpinista e seu equipamento tenham uma 
massa de 75 kg e que todo o esforgo seja feito contra a gravi- 
dade (i.e., uma escalada diretamente vertical). Relembrando 
as aulas de fisica: 

trabalho (I) = massa (kg) x g (m/s 2 ) x altura ganha (m) 

onde ge a aceleragao da gravidade (9,8 m/s 2 ). Um (1) joule 
e 1 kgm 2 /s 2 . 

Qual das suposigoes consideradas no enunciado torna 
a necessidade de comer enormemente subestimada? 


Figura Q2-3 0 Matterhorn. 
(Cortesia de Zermatt 
Tourism.) 

2-17 Na ausencia de oxigenio, as celulas consomem glico¬ 
se a uma velocidade alta e constante. A adigao de oxigenio 
faz o consumo de glicose diminuir abruptamente e perma- 
necer em um nivel mais baixo. Por que a glicose e consumida 
em alta velocidade na ausencia de oxigenio e em baixa velo¬ 
cidade na presenga de oxigenio? 
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LIGAgOES COVALENTES 

Ha formagao de uma liga^ao covalente quando dois atomos 
estiverem muito proximos e compartilharem, entre si, um ou 
mais atomos. Em uma ligagao simples, ha compartilhamento de 
1 eletron de cada atomo. Em uma liga^ao dupla, o total de 
atomos compartilhados e 4. 

Cada atomo forma um numero fixo de ligagaes covalentes 
em um arranjo espacial determinado. Por exemplo, o carbono 
forma quatro ligagoes simples em um arranjo tetraedrico, 
enquanto o nitrogenio forma tres liga^oes simples e o oxigenio 
forma duas ligagoes simples, arranjadas conforme abaixo. 




Atomos ligados por duas 
ou mais ligagoes 
covalentes nao podem 
girar livremente ao redor 
do eixo da ligagao. Essa 
restrigao tern grande 
influencia na forma 
tridimensional de 
diversas macromoleculas. 


HIDROCARBONETOS 

Atomos de carbono e 
hidrogenio combinam-se 
formando compostos estaveis 
(ou grupos quimicos) 
denominados hidrocarbonetos. 
Eles sao apolares, nao formam 
ligagaes de hidrogeno e 
geralmente sao insoluveis em 
agua. 


H,C 


LIGAgOES DUPLAS ALTERNADAS 

As cadeias de carbono podem conter 
ligagaes duplas. Caso essas ligagaes sejam 
formadas em atomos de carbono 
alternados, os eletrons das ligagaes se 
moverao na molecula, estabilizando sua 
estrutura devido a um fenomeno conhecido 
como ressonancia. 

V / \ / 

c=c c=c c 

/ \ / \ / 

c c=c c=c 

/ I \ / \ 

A realidade e uma conforma^ao 
intermediaria entre essas duas estruturas 


Ligagoes duplas alternadas em um anel 
podem gerar uma estrutura muito estavel. 
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Geralmente 
representado como [ 
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CH, 


H,C. 
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CH, 
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/CH2 

h 3 c 

Parte da "cauda" hidrocarbonada 
de uma molecula de acido graxo 

























GRUPOS QUIMICOS C—O 

Varios compostos biologicos contem um atomo de 
carbono ligado a um atomo de hidrogenio. Por exemplo. 


Alcool 


Aldeido 


Cetona 
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C =0 


O grupo —OH e 
denominado 
grupo hidroxila. 


C=0 e denominado 
grupo carbonila. 


Acido carboxilico O 

-/ 


\ 


OH 


—COOH e denominado 
grupo carboxila. Em 
agua, ele perde um ion 
H + tornando-se —COO - . 


Esteres 


Os esteres sao formados pela rea^ao de 
condensagao entre um acido e um alcool. 
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GRUPOS QUIMICOS C—N 

As aminas e as amidas sao dois exemplos importantes de 
compostos que contem um atomo de carbono ligado a um atomo 
de nitrogenio. 

As aminas, em solu^ao aquosa, combinam-se com 
um ion H + e ficam carregadas positivamente. 


' \, 




As amidas sao formadas pela combinagao de um acido e de 
uma amina. Ao contrario das aminas, as amidas nao tern carga 
quando em solugao aquosa. Um exemplo e a liga^ao peptfdica 
que, nas proteinas, liga os aminoacidos entre si. 
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O nitrogenio tambem ocorre em muitos compostos em anel, 
incluindo os importantes componentes dos acidos nucleicos: 
purinas e pirimidinas. 


NH 2 




Citosina (uma pirimidina) 
"H 


GRUPO SULFIDRILA 


— C — SH e denominado grupo suIfidrila. No aminoacido cistefna, o grupo sulfidrila pode 
existir na forma reduzida, —C — SH, ou, mais raramente, 

i i i 

na forma oxidada, formando ligagoes cruzadas, —C — S — S —C — 


FOSFATOS 

O fosfato inorganico e um ion estavel formado 
pelo acido fosforico, H 3 P0 4 Ele tambem e 
representado como@ 

O 

II 

HO — P— 0“ 

I 

0“ 


Entre um grupo fosfato e um grupo hidroxila livre pode ser formado um 
ester de fosfato. Grupos fosfato ligam-se a proteinas da seguinte maneira. 


1 0 

1 0 


Tambem 

II 

v 1 II 


representado 

C—OH + HO — p— 0" 

^ -C — O—P—0" 

+ h 2 0 

1 como 

1 

1 0” 

1 1 

1 0" 


-C-0-# 


A combina^ao de um grupo fosfato e de um grupo carboxila, ou entre dois ou mais grupos fosfato, origina um acido anidrido. 
Devido ao fato de esses compostos serem hidrolisados facilmente nas celulas, diz-se que eles contem uma ligagao "rica em 
energia". 
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Ligagao acilfosfato de alta 
energia (acido anidrido 
carboxilico fosforico) 
presente em alguns 
metabolitos 

Tambem representado 
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Liga^ao fosfoanidrido de 
alta energia presente em 
moleculas como o ATP 

Tambem representado 
como 

— o—p—p 
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Agua 


Dois atomos unidos por ligagoes covalentes podem atrair de maneira distinta 
os eletrons que participam da liga^ao. Nesses casos, a liga^ao e polar, uma das 
extremidades e levemente carregada negativamente (S - ) e a outra levemente 
carregada positivamente (8 + ). 



Regiao 

eletropositiva 


Embora a molecula de agua tenha uma estrutura geral neutra (tem o mesmo 
numero de eletrons e protons), os eletrons estao distribufdos de maneira 
assimetrica, tornando a molecula polar. O nucleo do oxigenio atrai os eletrons 
para longe do nucleo do hidrogenio, deixando-o com uma pequena carga 
negativa. A excessiva densidade de eletrons do atomo de oxigenio cria uma 
regiao fracamente negativa nas demais extremidades de urn tetraedro 
imaginario. 


ESTRUTURA DA AGUA 

As moleculas de agua se ligam 
transitoriamente em uma rede de ligagoes de 
hidrogenio. Mesmo a 37 °C, 15% das 
moleculas de agua estao ligadas a 4 outras 
moleculas de agua em uma estrutura de vida 
curta conhecida como "agrupamento 
oscilante". 





A natureza coesiva da agua e responsavel 
por muitas das suas propriedades incomuns, 
como, por exemplo, tensao superficial, calor 
especffico e energia de evapora^ao. 


LIGAgOES DE HIDROGENIO 

Por serem polarizadas, duas moleculas de 
H 2 0 que estejam adjacentes podem 
formar uma liga^ao de hidrogenio. 

As liga^oes de hidrogenio tern apenas 
cerca de 1/20 da forga de uma liga^ao 
covalente. 

Uma liga^ao de hidrogenio e mais forte 
quando os tres atomos estiverem 
alinhados em uma reta. 



Ligagao de hidrogenio 


8 + 


Comprimento de liga^ao 
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Liga^ao de hidrogenio 
0,17 nm 
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Liga^ao covalente 


MOLECULAS HIDROFILICAS 

As substancias que se dissolvem facilmente em agua sao denominadas hidrofflicas. 
Elas sao formadas por ions ou por moleculas polares que atraem agua por meio de 
efeitos da carga eletrica. As moleculas de agua circundam cada ion ou molecula 
polar presentes na superffcie de uma substancia solida e os mantem em solu^ao. 
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As substancias ionicas, como o cloreto de 
sodio, dissolvem-se em agua porque as 
moleculas de agua sao atrafdas pela carga 
positiva (Na + ) ou negativa (Cl - ) de cada ion 


As substancias polares, como a ureia, 
dissolvem-se porque suas moleculas 
formam liga^oes de hidrogenio com 
as moleculas de agua adjacentes. 


MOLECULAS HIDROFOBICAS 

As moleculas nas quais ha preponderance 
de liga^oes apolares geralmente sao 
insoluveis em agua e sao denominadas 
hidrofobicas. Isso e especialmente 
verdadeiro para os hidrocarbonetos, que 
possuem muitas liga^oes C—H. As moleculas 
de agua nao sao atrafdas por moleculas 
desse tipo e, portanto, tern pouca tendencia 
para as circundarem e as manterem em 
solu^ao. 
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A AGUA COMO SOLVENTE 


Varias substancias, como o a^ucar de cozinha, dissolvem-se em agua. Isto e, essas 
moleculas se separam umas das outras e cada uma delas e solvatada pela agua. 
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Molecula de a^ucar 


Quando uma substancia se dissolve em 
um Ifquido, a mistura e denominada 
solu^ao. A substancia dissolvida (nesse 
caso, o agucar) e o soluto, e o Ifquido 
que o dissolve (nesse caso, a agua) e o 
solvente. A agua e um excelente 
solvente para muitas substancias devido 
as suas liga^oes polares. 


Acidos 

As substancias que liberam ions hidrogenio na solu^ao sao 
denominadas acidos. 

HCI -- H + + cr 

Acido clorfdrico Ion hidrogenio Ion cloreto 

(acido forte) 

Muitos dos acidos que sao importantes para as celulas se 
dissociam apenas parcialmente e, por isso, sao denominados 
acidos fracos. Por exemplo, o grupo carboxila (—COOH), que 
se dissocia liberando um fon hidrogenio para a solugao. 



(Acido fraco) 

Observe que essa e uma rea^ao reversfvel. 


TROCA DE ION HIDROGENIO 


Os ions hidrogenio, carregados positivamente (H + ), podem se 
mover de forma espontanea de uma molecula de agua a 
outra, criando, desse modo, duas especies ionicas. 
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Ion hidronio 
(a agua agindo 
como base fraca) 
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Ion hidroxila 
(a agua agindo 
como acido fraco) 


Geralmente h 2 0 
representado por: 


Ion 

hidrogenio 


OH 

Ion 

hidroxila 


Uma vez que esse processo e rapidamente reversfvel, os fons 
hidrogenio sao continuamente transportados entre as 
moleculas de agua. A agua pura contem uma concentra^ao 
constante de fons hidrogenio e fons hidroxila (ambos IO -7 M). 
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BASES 

As substancias que reduzem o numero de fons hidrogenio na 
solugao sao chamadas de bases. Algumas bases, como a 
amonia, combinam-se diretamente com fons hidrogenio. 

NH 3 + H + -- NH 4 + 

Amonia fon hidrogenio fon amonio 

Outras bases, como o hidroxido de sodio, reduzem o numero 
de fons H + indiretamente porque os fons OH - combinam-se 
diretamente com fons H + , formando H 2 0. 

NaOH -► Na + + OH“ 

Hidroxido de sodio fon fon 

(base forte) sodio hidroxila 

Muitas das bases presentes nas celulas estao parcialmente 
associadas aos fons H + e sao denominadas bases fracas. Isso e 
verdadeiro para compostos que possuem um grupo amino 
(~NH 2 ), o qual tern uma tendencia fraca a aceitar 
reversivelmente um fon H + da agua, aumentando, dessa 
forma, a quantidade de fons OH - livres. 

-NH 2 + H + N -NH 3 + 






































LIGAGOES QIHMICAS NAO COVALENTES FRACAS 


As moleculas organicas podem interagir com outras moleculas por 
meio de tres tipos de formas de atragao de curta distancia, 
conhecidas como ligagoes nao covalentes: atragoes de van der 
Waals, atragoes eletrostaticas e ligagao de hidrogenio. A repulsao 
entre os grupos hidrofobicos e a agua e tambem importante para a 
conformagao final das macromoleculas biologicas. 



As ligagoes qufmicas nao covalentes fracas possuem menos de 1/20 
da forga de uma ligagao covalente forte. Elas somente sao fortes o 
suficiente para possibilitarem uma ligagao de alta afinidade quando 
muitas delas se formarem simultaneamente. 


LIGAGOES DE HIDROGENIO 

Como descrito anteriormente para a agua (ver o Painel 2-2), as 
ligagoes de hidrogenio sao formadas quando urn atomo de 
hidrogenio se encontra entre dois atomos que atraem eletrons 
(geralmente oxigenio ou nitrogenio). 

As ligagoes de hidrogenio sao mais fortes quando os tres 
atomos estiverem alinhados em uma reta: 


O — H 


N —H 




ATRAgOES DE VAN DER WAALS 

Caso dois atomos estejam perto demais urn do outro, 
eles irao se repelir mutuamente de maneira muito forte. 
Devido a essa razao, urn atomo pode ser tratado como 
uma esfera com urn raio fixo. O "tamanho" caracterfstico 
de cada atomo e especificado pelo seu raio de van der 
Waals caracterfstico. A distancia no contato entre 
quaisquer dos dois atomos unidos de modo nao 
covalente e a soma dos seus respectivos raios de van der 
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0,15 nm 0,14 nm 




Raio de 
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Em distancias muito curtas, dois atomos apresentam 
uma interagao de ligagao fraca devido a flutuagoes nas 
suas cargas eletricas. Devido a isso, os dois atomos 
serao atrafdos urn ao outro ate que a distancia entre 
seus nucleos seja aproximadamente igual a soma dos 
seus raios de van der Waals. Embora as atragoes de van 
der Waals sejam individualmente muito fracas, elas 
podem se tornar importantes quando as superficies de 
duas macromoleculas se encaixarem perfeitamente 
entre si devido ao envolvimento de varios atomos. 
Observe que, quando dois atomos formarem uma 
ligagao covalente, os seus centros (os nucleos dos 
atomos) estarao muito mais proximos do que a soma 
dos dois raios de van der Waals. 



0,4 nm 

Dois atomos de 
carbono nao ligados 



0,15 nm 

Atomos de carbono 
ligados por ligagao 
simples 


l_l 

0,13 nm 

Atomos de carbono 
ligados por 
ligagao dupla 


Exemplos em macromoleculas: 

Os aminoacidos de uma cadeia polipeptfdica podem estar 
ligados entre si por ligagoes de hidrogenio. Elas estabilizam a 
estrutura da protefna enovelada. 
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LIGAGOES DE HIDROGENIO NA AGUA 

Quaisquer moleculas que possam formar ligagoes de 
hidrogenio entre si podem, alternativamente, formar ligagoes 
de hidrogenio com moleculas de agua. Devido a essa 
competigao com moleculas de agua, as ligagoes de hidrogenio 
formadas entre duas moleculas que estejam dissolvidas em 
agua sao relativamente fracas. 


Na dupla-helice do DNA, duas bases, G e C, estao ligadas por 
ligagoes de hidrogenio. 
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FORMAS HIDROFOBICAS 




ATRAgOES eletrostAticas 


A agua forga os grupos hidrofobicos a 
ficarem juntos porque, com isso, os efeitos da 
perturba^ao da rede de ligagoes de 
hidrogenio da agua sao minimizados. Diz-se 
que os grupos hidrofobicos sao agrupados 
dessa maneira devido a "liga^oes 
hidrofobicas", embora a atragao aparente 
seja causada pela repulsao a agua. 


ATRAgOES eletrostAticas em 

SOLUgOES AQUOSAS 


Os grupos carregados ficam protegidos 
devido a intera^ao que tern com a agua. 
Como consequencia, as atragoes 
eletrostaticas sao muito fracas em agua. 
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Formas de atra^ao ocorrem entre grupos totalmente 
carregados (liga^ao ionica) e entre grupos parcialmente 
carregados de moleculas polares. 



A for^a de atra^ao entre duas cargas, 8 + e 8“ diminui 
rapidamente conforme a distancia entre as cargas 
aumenta. 

As formas eletrostaticas sao muito fortes na ausencia de 
agua. Elas sao responsaveis pela resistencia de alguns 
minerals, como o marmore e a agata, e pela forma^ao dos 
cristais do sal de cozinha, NaCI. 



De maneira similar, os ions em solu^ao podem se 
agrupar ao redor de grupos carregados e, entao, as 
atragoes enfraquecem ainda mais. 



As interagoes eletrostaticas, apesar de serem 
enfraquecidas pela agua e pelos sais, sao muito 
importantes para os sistemas biologicos. Por 
exemplo, enzimas que liguem substratos 
carregados positivamente em geral possuem uma 
cadeia lateral de aminoacido carregado 
negativamente em uma posigao apropriada. 



Urn cristal 
de sal, NaCI 
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MONOSSACARIDEOS 


Geralmente, os monossacarideos tern a formula geral (CH 2 0) n , onde n pode ser 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 e possuem dois ou mais grupos 
hidroxila. Eles podem ter um grupo aldefdo (~ C K H ), sendo, entao, denominados aldoses, ou um grupo cetona ( / c =°) e, desse 
modo, serem denominados cetoses. 


3 carbonos (TRIOSES) 


5 carbonos (PENTOSES) 


6 carbonos (HEXOSES) 
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FORMA^AO DE ANEIS 

Em solu^oes aquosas, o grupo aldefdo ou a cetona de uma 
molecula de agucar tendem a reagir com um grupo hidroxila 
da propria molecula, fechando, assim, a molecula em forma 
de anel. 
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Ribose 


Observe que os atomos de 
carbono sao numerados. 


ISOMEROS 

Muitos monossacarideos distinguem-se apenas quanto ao 
arranjo espacial dos atomos, isto e, eles sao isomeros. Por 
exemplo, a glicose, a galactose e a manose tern a mesma 
formula (C 6 H 12 0 6 ), mas diferem no que se refere ao arranjo dos 
grupos ao redor dos atomos de um ou dois carbonos. 



Essas pequenas diferengas levam a altera^oes muito pequenas 
nas propriedades dos agucares. Entretanto, eles sao 
reconhecidos por enzimas e outras protefnas, e os efeitos 
biologicos, portanto, podem ser importantes. 































LIGAgOES a e (3 

O grupo hidroxila do carbono que carrega o 
aldefdo ou a cetona pode rapidamente mudar de 
uma posigao para outra. Essas duas posigoes sao 
denominadas aep. 



p-hidroxila a-hidroxila 

Assim que um agucar e ligado a outro, as formas 
a e (3 se tornam estaticas. 


DERIVADOS DE A^UCARES 

Os grupos hidroxila de um 
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DISSACARIDEOS 

O carbono que carrega o aldefdo ou 
a cetona pode reagir com um grupo 
hidroxila de uma segunda molecula 
de agucar, formando, assim, um 
dissacarfdeo. Essa ligagao e 
denominada ligagao glicosfdica. 

Tres dissacarfdeos comuns: 
maltose (glicose + glicose) 
lactose (galactose + glicose) 
sacarose (glicose + frutose) 

A reagao que forma a sacarose 
esta mostrada ao lado. 



OLIGOSSACARIDEOS E POLISSACARIDEOS 

Pela simples repetigao de subunidades podem se formar moleculas lineares ou ramificadas. 
As moleculas com cadeias curtas sao denominadas oligossacarfdeos e moleculas com 
cadeias longas sao denominadas polissacarfdeos. O glicogenio, por exemplo, e um 
polissacarfdeo formado inteiramente pela ligagao de unidades de glicoses. 


Pontos de 
ramificagao 



OLIGOSSACARfDEOS COMPLEXOS 

Em muitos casos, a sequencia do agucar 
nao e repetitiva. Muitas moleculas 
diferentes sao possfveis. Esses 
oligossacarfdeos complexos geralmente 
sao ligados a protefnas ou a lipfdeos, 
como nesse oligossacarfdeo, que e 
parte da molecula da superffcie celular 
que define um grupo sangufneo 
especffico. 
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ACIDOS GRAXOS 
COMUNS 

Sao acidos carboxflicos com 
caudas hidrocarbonadas longas. 


Existem centenas de tipos diferentes de acidos graxos. Alguns possuem uma ou mais liga^oes duplas 
na cadeia hidrocarbonada e sao chamados de insaturados. Acidos graxos sem ligagao dupla sao 
chamados de saturados. 
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O acidos graxos sao armazenados como reserva de energia (gorduras e 
oleos) atraves de uma liga^ao ester com o glicerol, formando, dessa 
forma, triacilglicerois, tambem conhecidos como triglicerfdeos. 
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Glicerol 



FOSFOLIPIDEOS Os fosfolipfdeos sao os principais componentes 
das membranas celulares. 



fosfatidilcolina 


Nos fosfolipfdeos, dois grupos —OH do glicerol estao 
ligados a acidos graxos, enquanto urn terceiro grupo 
—OH esta ligado a urn acido fosforico. O fosfato ainda 

Estrutura geral es ta ligado a urn de uma serie de pequenos grupos 

de um fosfolipfdeo , 

K polares, como a colina. 




















AGREGADOS DE LIPIDEOS 


Os acidos graxos tern uma cabe^a 
hidrofflica e uma cauda hidrofobica. 


Em agua, eles podem formar um filme 
na superffcie ou pequenas micelas. 




Micela 


Os seus derivados podem formar grandes agregados mantidos coesos por formas hidrofobicas: 


Os triacilglicerois (triglicerfdeos) podem 
formar grandes gotas lipfdicas esfericas 
no interior do citoplasma das celulas. 



Os fosfolipfdeos e os glicolipideos formam 
bicamadas lipfdicas autosselantes que constituem a 
base das membranas celulares. 



OUTROS LIPIDEOS 


Os lipfdeos sao definidos como moleculas 
insoluveis em agua e soluveis em solventes 
organicos. Os esteroides e os poli-isoprenoides sao 
outros dois tipos comuns de lipfdeos. Ambos sao 
formados por unidades de isopreno. 


C H3 
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Isopreno 



GLICOLIPIDEOS 


Assim como os fosfolipfdeos, esses compostos sao formados por uma 
regiao hidrofobica, contendo duas caudas hidrocarbonadas longas e 
uma regiao polar que contem um ou mais a^ucares; ao contrario dos 
fosfolipfdeos, eles nao contem fosfato. 
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POLI-ISOPRENOIDES 
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Dolicol fosfato - usado para 
transportar a^ucares ativados 
na sfntese associada a 
membrana de glicoprotefnas 
e alguns polissacarfdeos 




























FOSFATOS 

Os fosfatos normalmente estao ligados ao 
grupo hidroxila C5 do agucar ribose ou 
desoxirribose (denominado 5')- Sao 
comuns: mono, di e trifosfatos. 
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O fosfato faz o nucleotfdeo ter carga 
negativa. 



LIGA^AO ENTRE 
A BASE E O A^UCAR 


Liga^ao 



A base liga-se ao mesmo 
carbono (Cl) das 
ligagoes a^ucar-agucar. 








































NOMENCLATURA 


BASE 

NUCLEOSIDEO 

ABREVIAgAO 

Adenina 

Adenosina 

A 

Guanina 

Guanosina 

G 

Citosina 

Citidina 

C 

Uracila 

Uridina 

U 

Timina 

Timidina 

T 



Agucar 

BASE + AgOCAR = NUCLEOSIDEO 


Os nucleosfdeos e os nucleotfdeos sao denominados de acordo com sua base nitrogenada. 

A abreviagao com uma letra e usada indistintamente 
para (1) a base sozinha, (2) o nucleosfdeo e 
(3) o nucleotfdeo completo. Normalmente, o 
contexto deixa claro qual o significado entre as tres 
possibilidades. Quando o contexto nao e suficiente, 
adiciona-se os termos "base", "nucleosfdeo"ou 
"nucleotfdeo", ou, como no exemplo a seguir, 
utiliza-se o codigo de tres letras para os 
nucleotfdeos. 

AMP = adenosina monofosfato 
dAMP = desoxiadenosina monofosfato 
UDP = uridina monofosfato 

ATP = adenosina trifosfato BASE + AgUCAR + FOSFATO = NUCLEOTIDEO 


•—I 



ACIDOS NUCLEICOS 

Para formar os acidos nucleicos, os 
nucleotfdeos sao ligados entre si por 
liga^ao fosfodiester entre os atomos de 
carbono 5'e 3'. A sequencia linear de 
nucleotfdeos em uma cadeia de acido 
nucleico e abreviada usando-se o 
codigo de uma letra, como 
A-G-C-T-T-A-C-A, com a extremidade 5' 
da cadeia no lado esquerdo. 





Extremidade 3' da cadeia 
































a importAncia da energia livre para as celulas 

A vida e possfvel devido a complexa rede de intera^oes entre as 
reagoes qufmicas que ocorrem em cada celula. Ao observar as vias 
metabolicas que compoem essa rede, tem-se a impressao de que as 
celulas tern a capacidade de desenvolver uma enzima para executar 
qualquer que seja a rea^ao de que ela necessita. Mas nao e assim. 
Embora as enzimas sejam catalisadores poderosos, elas podem 
aumentar a velocidade apenas daquelas reagoes que sejam 
termodinamicamente possfveis; as demais rea^oes ocorrem nas 
celulas somente porque elas sao acopladas a rea^oes altamente 
favoraveis, que, entao, impulsionam as reagoes desfavoraveis. 


A questao sobre se a rea^ao pode ocorrer de forma espontanea ou, 
em outras palavras, se ela necessita ser acoplada a uma outra rea^ao 
e central para a biologia celular. A resposta frequentemente e 
obtida por meio da compara^ao a uma grandeza denominada 
energia livre : a varia^ao total de energia livre durante urn conjunto 
de rea^oes determina se a sequencia inteira de rea^oes pode ocorrer 
ou nao. Neste painel, sao explicadas algumas das ideias 
fundamentals, obtidas de urn ramo da qufmica e da ffsica chamado 
termodinamica, necessarias para entender o que e energia livre e 
porque ela e tao importante para as celulas. 


A ENERGIA LIBERADA POR ALTERAQDES EM LIGAQDES QINMICAS E CONVERTIDA EM CALOR 



UNIVERSO 


Urn sistema fechado e definido como urn conjunto de moleculas 
que nao transfere materia com o resto do universo (p. ex., a 
"celula em uma caixa" mostrada acima). Qualquer sistema como 
esse contem moleculas com urn total de energia £. Essa energia 
esta distribufda de varias maneiras: urn pouco como energia de 
transla^ao das moleculas, urn pouco como energia de vibrato, urn 
pouco como energia de rota^ao, mas a maior parte estara como 
energia de liga^ao entre os atomos individuals que formam as 
moleculas. Suponha que ocorra uma rea0o no sistema. A primeira 
lei da termodinamica impoe urn limitante sobre quais tipos de 
rea^oes sao possfveis de ocorrer: ela estabelece que "em qualquer 
processo, a energia total do universo permanece constante". Por 
exemplo, supondo que a rea^ao A —> B ocorra em algum lugar do 
sistema fechado e libere uma grande quantidade de energia de 
liga^ao qufmica, essa energia, inicialmente, aumentara a 
intensidade dos movimentos moleculares (movimento de 
transla^ao, vibracional e rotacional) no sistema, o que equivale a 
urn aumento na temperatura. Entretanto, esse aumento nos 


movimentos logo sera transferido para fora do sistema por uma 
serie de movimentos de colisao molecular que, primeiro, 
esquentara as paredes da caixa e, entao, o mundo exterior (no 
exemplo, representado pelo mar). Ao final, o sistema retornara 
para a temperatura inicial, quando toda a energia de Iiga0o 
qufmica liberada na caixa tiver sido convertida em energia 
calorffica e transferida aos arredores para fora da caixa. De acordo 
com a primeira lei, a varia^ao na energia livre do sistema fechado 
(A£ caixa , designada por A£) deve ser igual e oposta a quantidade de 
energia transferida como calor, designada como c: isto e, A£ = -c. 
Desse modo, a energia na caixa (£) diminui a medida que o calor 
deixa o sistema. 

£ tambem pode variar durante uma rea^ao que resulte na 
realiza^ao de um trabalho no mundo externo. Por exemplo, 
supondo que ocorra um pequeno aumento no volume (A\/) da caixa 
durante a rea^ao. Nesse caso, as paredes da caixa serao empurradas 
contra uma pressao constante (P) dos arredores para se expandirem. 
Isso produz um trabalho no mundo externo e requer energia. A 
energia usada e P(AV), que, de acordo com a primeira lei, diminui a 
energia na caixa (£) pelo mesmo valor. Na maioria das rea^oes, a 
energia de liga^ao qufmica e convertida tanto em trabalho quanto 
em calor. A entalpia (hi) e uma fun^ao composta que inclui os dois 
fatores (£/ = £ + PV). Rigorosamente, e a varia^ao na entalpia (AH) 
em um sistema fechado, e nao a varia^ao na energia, que e igual ao 
calor transferido ao mundo exterior durante a rea^ao. As rea^oes 
nas quais H diminui liberam energia para os arredores, e sao 
referidas como "exotermicas", enquanto as rea^oes nas quais H 
aumenta absorvem energia dos arredores, e sao referidas como 
"endotermicas". Assim, -c = AH. Como as varia^oes de volume sao 
desprezfveis na maioria das rea^oes biologicas, essa e uma boa 
aproxima^ao. 


-c = AH = A £ 


A SEGUNDA LEI DA TERMODINAMICA 

Considere-se uma caixa na qual estejam colocadas mil moedas, 
todas viradas com a face "cara" para cima. Se a caixa for agitada 
vigorosamente, fazendo as moedas sofrerem todo o tipo de 
movimento possfvel devido a diferentes colisoes umas com as 
outras, ao final cerca de metade das moedas estarao orientadas 
com a cara para baixo. O motivo para essa reorientagao e que so 
existe uma maneira por meio da qual o estado de ordenamento 
original pode ser recuperado (i.e., todas as moedas com a "cara" 
para cima) enquanto existem muitas maneiras diferentes (cerca 
de 10 298 ) de se obter uma mistura com o mesmo numero de 
moedas com "cara" e "coroa" voltadas para cima. Efetivamente, 


existem mais maneiras de chegar a um estado meio a meio do 
que de chegar a qualquer outro estado de organizagao das 
moedas. Cada estado tern uma probabilidade de ocorrer que e 
proporcional ao numero de modos com que ele pode ser 
alcan^ado. A segunda lei da termodinamica estabelece que 
"os sistemas mudarao espontaneamente de estados de menor 
probabilidade para estados de maior probabilidade". Uma vez 
que os estados de menor probabilidade sao mais "ordenados" 
do que os estados de alta probabilidade, sao esses estados que 
podem ser restabelecidos: "o universo constantemente se 
modifica para tornar-se mais desordenado". 
















ENTROPIA, 5 


A segunda lei (mas nao a primeira lei) permite predizer a direqao 
de uma determinada rea^ao. Entretanto, para que possa servir a 
essa finalidade, e preciso se ter um modo conveniente de medir a 
probabilidade ou, de forma equivalente, o grau de desordem de 
um estado. A entropia (S) e essa medida. Ela e uma fun^ao 
logarftmica da probabilidade, de modo que a variaqao na entropia 
(AS), que ocorre quando a rea^ao A—» B converte 1 mol de A em 

1 mol de B e A „ „ 

AS = R In p B /p A 


onde p A e p B sao as probabilidades dos estados A e B, R e a 
constante dos gases (8,31 J K -1 mol -1 ), e AS e medida em unidades 
de entropia (ue). No exemplo inicial das mil moedas, a 
probabilidade relativa de todas com "cara" para cima (estado A) 
versus metade das moedas com "cara" e metade com "coroa" para 
cima (estado B) e igual a rela^ao entre o numero de diferentes 
maneiras pelas quais os dois resultados podem ser alcan^ados. 
Pode-se calcular que p A = 1 e p B = 10001(500! x 500!) = 10 299 . 
Portanto, a variaqao de entropia para a reorienta^ao das moedas 
quando a caixa e sacudida vigorosamente e se obtem uma mistura 


com metade das moedas em cada orienta^ao e R In (10 298 ), ou cerca 
de 1.370 ue por mol de cada caixa dessas (6 x 10 23 caixas). Entao, ja 
que AS foi definido antes como positivo para a transi^ao do estado 
A para o estado B (p B /p A > 1), rea^oes com grande aumento em S 
(i.e., nas quais AS > 0) sao favorecidas e ocorrerao 
espontaneamente. 

Como discutido no Capftulo 2, a energia termica produz uma 
agita^ao aleatoria nas moleculas. A sua entropia e aumentada 
devido ao fato de que a transference de calor de um sistema 
fechado para os seus arredores aumenta o numero de diferentes 
arranjos que as moleculas podem ter no mundo externo. Pode ser 
observado que a libera^ao de uma quantidade fixa de energia 
termica tern um maior efeito desorganizador a temperaturas 
baixas do que a altas temperaturas e que o valor de AS dos 
arredores, como definido anteriormente (AS mar ) e precisamente 
igual a c, a quantidade de calor transferida do sistema para os 
arredores, dividida pela temperatura absoluta (7): 

AS mar = c/T 


ENERGIA UVRE DE GIBBS, G 

Ao lidar com um sistema biologico fechado, deve-se ter uma 
maneira simples de predizer se determinada reaqao ocorrera de 
forma espontanea ou nao. Foi visto que a questao crucial para 
determinar se a reaqao ocorrera e saber se a variaqao de energia 
livre para o universo e positiva ou nao. No sistema que foi 
idealizado anteriormente, uma celula dentro de uma caixa, 
existem dois componentes referentes a variaqao de energia livre 
do universo - a variagao de entropia do sistema interno da caixa e 
a variaqao de entropia dos arredores, o "mar" - e ambos devem 
ser considerados em conjunto antes que qualquer predigao possa 
ser feita. Por exemplo, e possfvel que a reagao absorva calor e, 
dessa forma, diminua a entropia do mar (A5 mar < 0) e, ao mesmo 
tempo, provoque um grande grau de desordenamento dentro da 
caixa (AS caixa > 0) de modo que o total AS universo = AS mar + AS caixa 
seja maior do que 0. Nesse caso, a reaqao ocorrera 
espontaneamente, mesmo que provoque aumento no calor da 
caixa durante a reagao. Um exemplo de uma reaqao dessas e a 
dissolugao de cloreto de sodio em um becker com agua (a 
"caixa"), que e um processo espontaneo ainda que a temperatura 
da agua diminua com a adi^ao do sal na solu^ao. 

Os qufmicos descobriram que e pratico definir novas 
"fundoes compostas" para descrever combinaqoes de 
propriedades ffsicas de um sistema. As propriedades que podem 
ser combinadas incluem temperatura (7), pressao (P), volume ( V ), 
energia (E) e entropia (5). A entalpia ( H ) e uma dessas fungoes 
compostas. Porem, de longe, a fungao composta mais util para os 
biologos e a energia livre de Gibbs, 6. Ela serve como uma 
ferramenta de contabilidade que permite que se deduza a 
variaqao de entalpia no universo devido a uma reaqao qufmica 
que ocorre na caixa e, ao mesmo tempo, evita considerar 
separadamente a variagao de entropia no mar. A defini^ao de G e 


G = H - TS 


onde o volume da caixa e V, H e a entalpia supracitada (E + PV), T 
e a temperatura absoluta e 5 e a entropia. Todas essas grandezas 
se aplicam apenas a caixa. A variaqao na energia livre durante a 
reaqao na caixa (G dos produtos menos G dos materiais iniciais) e 
notada como AG e, como sera demonstrado agora, ela e uma 
medida direta da quantidade de desordem que e criada no 
universo pela ocorrencia da reaqao. 


Em temperatura constante, a variaqao de energia livre (AG) 
durante a reaqao e igual a AH - TAS. Lembrando que AH = -c, o 
calor absorvido do mar, temos 

-AG = -AH + TAS 

-AG = c + TAS, entao -A GIT = c/T + AS 

Como c/T e igual a varia^ao de entropia do mar (A5 mar ) e o AS da 
equagao acima e AS caixa , temos 


AG/T — AS mar + A5 ca j xa - A5 un j verso 


Disso se conclui que a varia^ao de energia livre e uma medida 
direta da variagao de entropia do universo. Uma rea^ao ocorrera 
na diregao que produzir uma varia0o na energia livre (AG) 
menor do que zero porque, nesse caso, havera uma varia^ao 
positiva na entropia do universo devido a ocorrencia da rea^ao. 

No caso de um conjunto complexo de rea^oes acopladas 
envolvendo muitas moleculas diferentes, a varia^ao total de 
energia livre pode ser calculada simplesmente pela soma das 
energias livres de todas as diferentes especies moleculares apos a 
ocorrencia da rea^ao e comparar esse valor com a soma das 
energias livres de antes da reagao. Para as substancias mais 
comuns, esses valores de energia livre podem ser encontrados em 
tabelas que estao dispomveis em varias publica^oes. Dessa 
maneira, por exemplo, a partir dos valores observados para a 
magnitude do gradiente de protons atraves da membrana 
interna da mitocondria e os valores de AG para a hidrolise de ATP 
dentro da mitocondria se tern certeza que a sintese de ATP requer 
a passagem de mais do que um proton para cada molecula de 
ATP que e sintetizada. 

O valor de AG de uma rea^ao e uma medida direta do 
quanto a rea^ao esta distante do equilfbrio. O alto valor 
negativo para a hidrolise do ATP em uma celula reflete 
meramente o fato de que as celulas mantem as reagoes de 
hidrolise de ATP distantes do equilfbrio em ate 10 ordens de 
magnitude. Se a rea^ao atinge o equilfbrio, AG = 0, ela ocorrera 
exatamente na mesma velocidade tanto na direqao direta como 
na diregao reversa. Para a hidrolise do ATP, o equilfbrio e 
alcan^ado quando a maior parte do ATP tiver sido hidrolisado, 
como ocorre em uma celula morta. 




























Em cada etapa, a parte da molecula que foi alterada esta marcada em azul, 
e o nome da enzima que catalisa a reagao esta destacada em amarelo. 


ETAPA 1 Aglicosee 
fosforilada pelo ATP, 
formando urn a^ucar-fosfato. 
A carga negativa do fosfato 
evita a passagem dos 
agucares-fosfato atraves da 
membrana plasmatica, 
retendo a glicose dentro da 
celula. 



ETAPA 2 Urn 
rearranjo da estrutura 
qufmica facilmente 
reversivel 
(isomerizagao) 
muda o oxigenio 
da carbonila do 
carbono 1 para o 
carbono 2, 
formando uma 
cetose a partir de urn 
agucar aldose. (Ver 
Painel 2-4, p. 96.) 
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(Forma em anel) 
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1 3 

H —C —OH 

1 4 
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3 l : 
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4 | 

H —C —OH 
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,ch 2 o —(?) 
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(Forma em anel) 


(Forma em cadeia aberta) 

Frutose-6-fosfato 


ETAPA 3 O novo grupo 

hidroxila no carbono 1 e p—OH 2 C o CH 2 OH 

fosforilado por ATP, preparando 1 ' v 

para a forma^ao de dois 
a^ucares-fosfato de tres 
carbonos cada urn. A entrada 
dos a^ucares na glicolise e 
controlada nesta etapa pela 
regula^ao da enzima 
fosfofrutocinase 



OH 
OH 

Frutose-6-fosfato 


Fosfofrutocinase 


©- OH 2 c o ch 2 o -0 

HC^> + ADP + H + 

t— r oH 

OH 


Frutose-1,6-bisfosfato 


ETAPA 4 O agucar de 
seis carbonos e 
clivado, produzindo 
duas moleculas com 
tres carbonos cada 
uma. Apenas o 
g I icera ldeido-3-fosfato 
pode seguir 
imediatamente na 
glicolise. 
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ETAPA 5 O outro 
produto da etapa 4, 
di-hidroxiacetona 
fosfato, e isomerizado 
formando 

g I icera ldefdo-3-f osf ato. 


CH 2 OH 
C = 0 

ch 2 o— 0 


Triose fosfato isomerase 


Di-hidroxiacetona fosfato 



ch 2 o £) 
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ETAPA 6 Oxida^ao das duas 
moleculas de 

gliceraldeido-3-fosfato. Term infcio 
a fase de gera^ao de energia da 
glicolise com a forma^ao de 
NADH e de uma nova ligagao 
anidrido ligado a fosfato rica em 
energia (ver Figura 2-46). 
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ETAPA 7 A transference 

o 0-0 

para o ADP do grupo 

c 

fosfato de alta energia 

1 

que foi formado na etapa 

H — C — OH 

6 forma ATP. 
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ETAPA 8 A liga^ao ester 

C> 0 


o v o 

fosfato remanescente no 

v/ 


v/ 

3-fosfoglicerato, cuja hidrolise 
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tern uma energia livre 
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3-fosfoglicerato 
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ETAPA 9 A remogao de agua 

°\ /°" 

C 
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do 2-fosfoglicerato cria uma 
liga^ao enolfosfato rica em 
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0 0 

V / 
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+ ADP + H + 
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c 
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ATP e completa a glicolise. 
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ch 2 
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c = o 
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ch 3 

Piruvato 
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Alem do piruvato, os produtos 
sao duas moleculas de ATP e duas moleculas de NADH. 


Duas moleculas 
de piruvato 

























Detalhes dessas oito etapas estao mostrados a seguir. Nesta parte do painel, em cada etapa, a parte da molecula que sofre mudan^a 
esta sombreada em azul e o nome da enzima que catalisa a rea^ao esta destacado em amarelo. 


ETAPA 1 Depois que a 
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ETAPA 2 Uma reagao de 

COO' 

isomerizagao, na qual 
primeiro ha remogao de 

1 

agua, que, entao, e 
novamente adicionada. 
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ETAPA 3 Na primeira das 
quatro etapas de oxidagao 
do ciclo, o carbono que 
carrega o grupo hidroxila e 
convertido em grupo 
carbonila. O produto 
imediato e instavel e perde 
C0 2 enquanto ainda esta 
ligado a enzima. 
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ETAPA 4 0 complexo da 
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ETAPA 5 Uma molecula de 

COO 

fosfato da solugao desloca a 

CoA, formando uma liga^ao 
fosfato de alta energia com o 
succinato. Esse fosfato, entao, e 
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ETAPA 8 Nesta ultima das 
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Proteinas 


Quando observamos uma celula atraves de um microscopio ou analisamos sua ativida- 
de eletrica ou bioquimica, estamos, em essencia, observando proteinas. As proteinas 
constituem a maior parte da massa seca de uma celula. Elas nao sao apenas as unidades 
fundamentals das celulas, mas tambem executam a maior parte das fungoes celulares. 
As proteinas que sao enzimas fornecem complexas superficies moleculares no interior 
das celulas para a catalise de diversas reagoes quimicas. Proteinas embebidas na mem- 
brana plasmatica formam canais e bombas que controlam a passagem de pequenas 
moleculas para dentro e para fora da celula. Outras proteinas transportam mensagens 
de uma celula para outra ou atuam como integradores de sinais que ativam cascatas de 
sinais no interior da celula, da membrana plasmatica para o nucleo. Outras proteinas 
atuam ainda como pequenas maquinas moleculares com partes moveis: a cinesina, por 
exemplo, age na propulsao de organelas atraves do citoplasma; a topoisomerase pode se- 
parar moleculas de DNA emaranhadas. Algumas proteinas especializadas podem atuar 
como anticorpos, toxinas, hormonios, moleculas anticongelantes, fibras elasticas, fibras 
de sustentagao ou fontes de bioluminescencia. Antes de compreender como os genes 
funcionam, como os miisculos se contraem, como as celulas nervosas conduzem eletri- 
cidade, como os embrioes se desenvolvem ou como nossos corpos funcionam, devemos 
ter conhecimento profundo acerca das proteinas. 

FORMA E ESTRUTURA DAS PROTEINAS 

Do ponto de vista quimico, as proteinas sao as moleculas estruturalmente mais comple¬ 
xas e funcionalmente mais sofisticadas que conhecemos. Isso talvez nao seja surpreen- 
dente, uma vez que se compreenda que a estrutura e a quimica de cada protema foram 
desenvolvidas e ajustadas por bilhoes de anos de historia evolutiva. Calculos teoricos 
de pesquisadores especialistas em genetica de populagoes revelam que, ao longo de 
periodos evolutivos, uma vantagem seletiva surpreendentemente pequena e suficiente 
para que uma protema com uma alteragao espontanea se espalhe em uma populagao de 
organismos. Mesmo para especialistas, a notavel versatilidade das proteinas pode pare- 
cer realmente fantastica. 

Nesta segao, consideraremos como a localizagao de cada aminoacido em uma lon- 
ga cadeia de aminoacidos que compoe uma protema determina sua estrutura tridimen¬ 
sional. Mais adiante no capitulo, utilizaremos esse conhecimento da estrutura proteica 
em nivel atomico para descrever como a forma precisa de cada molecula proteica deter¬ 
mina sua fungao em uma celula. 

A forma de uma proteina e especificada pela sua sequencia de 
aminoacidos 

Existem 20 aminoacidos nas proteinas que sao codificadas diretamente no DNA de um 
organismo, cada um com propriedades quimicas diferentes. Uma molecula de proteina 
consiste em uma longa cadeia nao ramificada desses aminoacidos, e cada um esta ligado 
aos aminoacidos adjacentes por ligagoes peptidicas covalentes. As proteinas sao, por isso, 
tambem chamadas de polipeptideos. Cada tipo de protema tern uma sequencia exclusiva 
de aminoacido, e existem milhares de proteinas diferentes em uma celula. 

A sequencia repetitiva dos atomos ao longo do centro da cadeia polipeptidica e 
denominada cadeia principal polipeptidica. Ligadas a essa cadeia repetitiva estao as 
porgoes dos aminoacidos que nao estao envolvidas na formagao da ligagao peptidica 
e que conferem a cada aminoacido suas propriedades unicas: as 20 diferentes cadeias 
laterals dos aminoacidos (Figura 3-1). Algumas dessas cadeias laterais sao apolares e 
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Figura 3-1 Os componentes de uma 
protefna. As proteinas consistem em 
uma cadeia principal polipeptidica com 
grupos laterais ligados a ela. Cada tipo 
de protefna difere em sua sequencia e em 
seu numero de aminoacidos; portanto, e 
a sequencia de cadeias laterais quimica- 
mente distintas que torna cada protefna 
diferente. As duas extremidades da cadeia 
polipeptidica sao quimicamente distintas: 
a extremidade que apresenta urn grupo 
amino livre (NH 3 + , tambem representado 
como NH 2 ) e a terminagao aminoterminal, 
ou N-terminal, e a que apresenta o grupo 
carboxila livre (COCT, tambem representa¬ 
do como COOH) e a terminagao carboxil- 
terminal ou C-terminal. A sequencia de 
aminoacidos de uma protefna e sempre 
apresentada na diregao N para C-terminal, 
lendo-se da esquerda para a direita. 



hidrofobicas ("tern medo de agua”), outras sao carregadas negativa ou positivamente, 
algumas formam ligagdes covalentes de forma rapida, e assim por diante. O Painel 3-1 
(p. 112-113) mostra suas estruturas atomicas, e a Figura 3-2 lista as suas abreviagoes. 

Como discutido no Capitulo 2, os atomos comportam-se como se fossem esferas 
rigidas, com um raio definido (seu raio de van der Waals). A regra de que dois atomos 
nao ocupam o mesmo espago e outras restrigoes limitam o numero de angulos de liga- 
gao possiveis em uma cadeia polipeptidica (Figura 3-3), restringindo enormemente o 
numero de estruturas (ou conformagoes) tridimensionais possiveis de atomos. Todavia, 
uma longa cadeia flexivel, como a de uma protefna, pode ainda enovelar-se de varias 
maneiras. 

O enovelamento de uma cadeia polipeptidica tambem e determinado por dife- 
rentes conjuntos de ligagdes nao covalentes fracas que se formam entre uma parte e 
outra da cadeia. Essas ligagdes envolvem tanto atomos da cadeia principal polipepti¬ 
dica quanto atomos da cadeia lateral dos aminoacidos. Existem tres tipos de ligagdes 
fracas: ligagdes de hidrogenio, atragdes eletrostaticas e atragoes de van der Waals , como 
explicado no Capitulo 2 (ver p. 44). As ligagdes nao covalentes sao 30 a 300 vezes mais 
fracas que as ligagdes covalentes tipicas que formam as moleculas biologicas. No en- 
tanto, muitas ligagdes fracas agindo em paralelo podem manter duas regioes de uma 
cadeia polipeptidica fortemente unidas. Dessa forma, a forga combinada de um grande 
numero dessas ligagdes nao covalentes determina a estabilidade de cada forma enove- 
lada (Figura 3-4). 


aminoAcido CADEIA lateral aminoAcido CADEIA LATERAL 
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Apolar 
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Triptofano 
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Apolar 

Cisteina 
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Apolar 


1 -AMINOACIDOS polares- 1 1 -AMINOACIDOS apolares- 

Figura 3-2 Os 20 aminoacidos mais encontrados nas proteinas. Cada aminoacido possui uma abreviagao de tres letras e 
de uma letra. Existe um numero igual de cadeias laterais polares e apolares; no entanto algumas cadeias laterais listadas aqui 
como polares sao grandes o suficiente para apresentarem algumas propriedades apolares (p. ex., Tyr, Thr, Arg, Lys). Para estru¬ 
turas atomicas, ver Painel 3-1 (p. 112-113). 
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Aminoacido 



-Ligagoes peptidicas- 

Figura 3-3 Limitagoes estericas nos angulos de ligagao em uma cadeia polipeptidica. (A) Cada 
aminoacido contribui com tres ligagoes (em vermelho) para a cadeia principal. A ligagao peptidica e 
plana (sombreado em cinza) e nao permite rotagao. Em contrapartida, a rotagao pode ocorrer na li¬ 
gagao entre C a -C, cujo angulo de rotagao e chamado de psi (4»), e na ligagao entre N-C a , cujo angulo 
de rotagao e chamado de phi Por convengao, urn grupo R e frequentemente utilizado para re- 
presentar a cadeia lateral de urn aminoacido (circulos Mas). (B) A conformagao dos atomos da cadeia 
principal de uma proteina e determinada por urn par de angulos 4> e v| / para cada aminoacido; devido 
a colisoes estericas entre os atomos de cada aminoacido, muitos pares de angulos cj> e i|j possfveis 
nao ocorrem. Neste grafico, denominado grafico de Ramachandran, cada ponto representa urn par 
de angulos observado em uma proteina. Os grupos de pontos nas tres areas sombreadas do grafico 
representam tres "estruturas secundarias" encontradas com frequencia nas proteinas, conforme sera 
descrito no texto. (B, de J. Richardson, Adv. Prot. Chem. 34:174-175, 1981. © Academic Press.) 


(B) 



>u i--—“-1- 

-180 0 +180 


phi 

• Folha beta Alfa-helice (dextrogira) 

Helice levogira 


Um quarto tipo de forga - a combinagao de forgas hidrofobicas - tambem tem pa- 
pel central na determinagao da estrutura de uma proteina. Como descrito no Capitulo 
2, moleculas hidrofobicas, incluindo as cadeias laterais apolares de certos aminoacidos, 
tendem a se agrupar em um meio aquoso a fim de minimizar o seu efeito desorganizador 
sobre a rede de ligagoes de hidrogenio das moleculas de agua (ver Painel 2-2, p. 92-93). 
Por essa razao, um fator importante que governa o enovelamento de qualquer proteina 
e a distribuigao de seus aminoacidos polares e apolares. As cadeias laterais apolares (hi¬ 
drofobicas) de uma proteina, como aquelas pertencentes aos aminoacidos fenilalanina, 
leucina, valina e triptofano, tendem a se agrupar no interior da molecula (exatamente 
como pequenas gotas de oleo hidrofobicas se unem na agua para formar uma grande 


Acido glutamico 



Figura 3-4 Tres tipos de ligagoes nao covalentes colaboram para o enovelamento das proteinas. Apesar de uma unica ligagao desse 
tipo ser bastante fraca, muitas delas agem juntas para criar um forte arranjo de ligagoes, como no exemplo mostrado. Como nas figuras ante- 
riores, R e utilizado como uma designagao geral para a cadeia lateral de um aminoacido. 
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A formula geral de um aminoacido e 
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Cadeia lateral 


R e geralmente uma das 20 diferentes cadeias 
laterals. Em pH 7, tanto o grupamento amino 
quanto o grupamento carboxila estao ionizados. 
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Protefnas sao formadas exclusivamente por L-aminoacidos. 


LIGAQDES PEPTIDICAS 

Os aminoacidos sao normalmente unidos por uma liga^ao Liga?ao peptidica: os quatro atomos em cada 

amida, denominada liga^ao peptidica. ca/xa cinza formam uma unidade planar rigida. 

Nao existe rota^ao ao longo da liga^ao N-C. 



/ I \ 

H ^ OH 


Protefnas sao longos 
polfmeros de aminoacidos 
unidos por liga^oes 
peptfdicas e sao sempre 
representadas com a regiao 
N-terminal a esquerda. 

A sequencia deste 
tripeptfdeo e 
histidina-cistefna-valina. 



Regiao amino 
ou N-terminal 




FAMILIAS DE 
AMINOACIDOS 

Os aminoacidos mais comuns 
sao agrupados conforme suas 
cadeias laterais sejam: 

Acidas 

Basicas 

Polares nao carregadas 
Apolares 

A estes 20 aminoacidos mais 
comuns foram atribufdas 
abreviagoes de tres letras e de 
uma letra. 

Assim, alanina = Ala = A 


CADEIAS LATERAIS BASICAS 
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CADEIAS LATERAIS ACIDAS 
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CADE IAS LATERAIS POLARES 
NAO CARREGADAS 
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carregado em pH neutro, ele e polar. 
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Liga^oes dissulfeto podem se formar entre as cadeias laterais de 
duas cistemas nas protefnas. 
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Figura 3-5 Como uma protema se eno- 
vela em uma formagao compacta. 


Polipeptfdeo nao enovelado 


As cadeias laterals de aminoacidos polares 
tendem a se agrupar na parte externa da 
protefna, onde elas podem interagir com 
a agua; as cadeias laterals de aminoacidos 
apolares se concentram no interior para 
formar urn centra hidrofobico compacto 
de atomos que evitam a agua. Neste es- 
quema, a protefna contem apenas cerca 
de 17 aminoacidos. 



Cadeias laterals Cadeias 
apolares laterals polares 


Cadeia principal 
polipeptfdica 


Cadeias laterals poh 
na face externa da 
molecula podem 
formar ligagoes de 
hidrogenio com 
a agua 



A regiao central hidrofobica 
contem cadeias laterals 
apolares 


Conformagao enovelada em um ambiente aquoso 


gota). Isso permite que elas evitem o contato com a agua que as cerca no interior de uma 
celula. Ao contrario, as cadeias laterais polares - como aquelas pertencentes a arginina, a 
glutamina e a histidina - tendem a se posicionar na superficie da molecula, onde podem 
formar ligagoes de hidrogenio com a agua e com outras moleculas polares (Figura 3-5). 
Aminoacidos polares localizados no interior da protema geralmente formam ligagoes 
de hidrogenio com outros aminoacidos polares ou com a cadeia principal polipeptidica. 

As protefnas se enovelam na conformagao de menor energia 

Como resultado de todas essas interagoes, a maioria das protemas tern uma estrutura 
tridimensional particular, que e determinada pela sequencia dos aminoacidos na sua 
cadeia. A estrutura final enovelada, ou conformagao, de qualquer cadeia polipeptidica 
geralmente e aquela que minimiza a sua energia livre. Biologos tern estudado o enove- 
lamento em tubos de ensaio, utilizando protemas altamente purificadas. Tratamentos 
com certos solventes, que rompem as interagoes nao covalentes que mantem unida a 
cadeia enovelada, desenovelam, ou desnaturam, a protema. Esse tratamento converte 
a protema em uma cadeia polipeptidica flexivel, que perdeu a sua forma natural. Quando 
o solvente desnaturante e removido, a protema geralmente reenovela espontaneamente, 
ou renatura, na sua conformagao original. Isso indica que a sequencia de aminoacidos 
contem toda a informagao necessaria para a especificagao da forma tridimensional de 
uma protema, um ponto fundamental para a compreensao da biologia celular. 

A maioria das protemas enovela-se em uma unica conformagao estavel. Entretan- 
to, essa conformagao em geral varia levemente quando a protema interage com outras 
moleculas dentro da celula. Essa variagao na forma normalmente e crucial para a fungao 
da protema, como veremos adiante. 

Embora a cadeia proteica possa enovelar-se na sua conformagao correta sem aju- 
da externa, nas celulas vivas, protemas especiais, denominadas chaperonas moleculares, 
geralmente auxiliam o processo de enovelamento proteico. As chaperonas moleculares 
ligam-se as cadeias polipeptidicas parcialmente enoveladas e conduzem o processo de 
enovelamento pela via mais favoravel energeticamente. Nas condigoes de alta concen- 
tragao proteica do citoplasma, as chaperonas precisam evitar que as regioes hidrofobi- 
cas das cadeias polipeptidicas recentemente sintetizadas, temporariamente expostas, 
associem-se entre si, formando agregados proteicos (ver p. 355). No entanto, a forma 
tridimensional final de uma protema ainda e especificada pela sua sequencia de ami¬ 
noacidos: as chaperonas apenas tornam o processo de enovelamento mais confiavel. 

As protemas apresentam uma ampla variedade de formas e a maioria tern entre 
50 e 2.000 aminoacidos. As protemas grandes normalmente sao constituidas por diver- 
sos dommios proteicos distintos - unidades estruturais que se enovelam de forma mais 
ou menos independente umas das outras, como sera discutido adiante. Mesmo os pe- 
quenos dommios apresentam estruturas complexas, e, para mais clareza, diversas repre- 
sentagoes distintas sao utilizadas por convengao, cada uma enfatizando propriedades 
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Figura 3-6 Quatro representa0es da 
estrutura de um pequeno dommio 
proteico. Composto por uma cadeia de 
100 aminoacidos, o dominio SH2 esta pre¬ 
sente em diversas proteinas distintas (ver, 
p. ex., a Figura 3-63). Aqui, a estrutura 
do dominio SH2 e ilustrada como (A) um 
modelo de cadeia principal polipeptidica, 
(B) um modelo de fitas, (C) cadeia prin¬ 
cipal polipeptidica que inclui as cadeias 
laterais dos aminoacidos e (D) um modelo 
de preenchimento espacial (Anima^ao 
3.1). Estas imagens foram coloridas de 
modo que e possfvel identificar o sentido 
da cadeia, da sua regiao N-terminal ( roxo) 
ate a regiao C-terminal ( vermelho) (Codigo 
PDB: 1SHA). 


diferentes. A Figura 3-6 ilustra, como exemplo, quatro representagoes de um dommio 
proteico denominado SH2, uma estrutura presente em diversas proteinas distintas nas 
celulas eucarioticas e envolvida na sinalizagao celular (ver Figura 15-46). 

A descrigao das estruturas de proteinas e facilitada pelo fato de as proteinas serem 
compostas por combinagoes de diversos motivos estruturais comuns, conforme discu- 
tido a seguir. 

As a-helices e as folhas (3 sao motivos comuns de enovelamento 

Quando comparamos as estruturas tridimensionais de diversas moleculas de proteinas 
diferentes, torna-se claro que, embora a conformagao final de cada protema seja unica, 
dois padroes de enovelamento sao frequentemente encontrados dentro delas. Ambos 
os padroes foram descobertos ha mais de 60 anos em estudos com o cabelo e a seda. 
O primeiro padrao estrutural de enovelamento a ser descoberto, chamado de a-helice, 
foi encontrado na protema chamada a-queratina, que e abundante na pele e nos seus 
tecidos derivados, como cabelo, unha e chifres. Menos de um ano apos a descoberta da 
a-helice, um segundo padrao de enovelamento, chamado de folha P, foi descoberto na 
protema fibroma, o principal componente da seda. Esses dois padroes estruturais sao 
particularmente comuns, pois resultam da formagao de ligagoes de hidrogenio entre os 
grupos N-H e C=0 na cadeia principal polipeptidica, sem envolver as cadeias laterais 
dos aminoacidos. Assim, esses motivos estruturais podem ser compostos por diferen¬ 
tes sequencias de aminoacidos, embora algumas cadeias laterais de aminoacidos nao 
sejam compativeis com essas formas de enovelamento. Em cada caso, a cadeia proteica 
assume uma conformagao regular e repetitiva. A Figura 3-7 ilustra os detalhes das estru¬ 
turas dessas duas importantes conformagoes, que, no modelo de fitas, sao representadas 
como uma fita helicoidal e como um conjunto de setas alinhadas, respectivamente. 

A porgao central de muitas proteinas contem extensas regioes de folhas p. Confor¬ 
me ilustrado na Figura 3-8, essas folhas p podem se formar entre segmentos adjacentes 
de uma cadeia principal polipeptidica em uma mesma orientagao (cadeias paralelas) ou 
a partir de uma cadeia principal polipeptidica que se dobra para frente e para tras sobre 
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Cadeia lateral 
de aminoacido 


Carbono 



0,54 nm 


Carbono 

Nitrogenio 


(A) 


(B) 




Ligagao 
de hidrogenio 

Hidrogenio 


Cadeia lateral 
de aminoacido 


0,7 nm 


Figura 3-7 Conformagao regular da cadeia principal polipeptidica na a-helice e na folha (5. A a-helice 
esta representada em (A) e (B). 0 N-H de todas as ligagoes peptidicas forma uma ligagao de hidrogenio com 
o C=0 de outra ligagao peptidica localizada a quatro residuos de aminoacidos de distancia na mesma cadeia. 
Observe que todos os grupos N-H apontam para cima no diagrama e que todos os grupos C=0 apontam para 
baixo (em diregao ao C-terminal); essa disposigao confere a orientagao da helice, com o C-terminal apresentan- 
do carga parcial negativa e o N-terminal apresentando carga parcial positiva (Animagao 3.2). A folha p esta 
representada em (C) e (D). Neste exemplo, as cadeias peptidicas adjacentes tern orientagoes em diregoes opostas 
(antiparalelas). Ligagoes de hidrogenio entre as ligagoes peptidicas localizadas em diferentes fitas mantem as 
cadeias polipeptidicas individuals (fitas) unidas em uma folha p, e as cadeias laterais de aminoacidos em cada 
fita se projetam alternadamente acima e abaixo do piano da folha p (Animagao 3.3). (A) e (C) mostram todos 
os atomos da cadeia principal polipeptidica, mas as cadeias laterais dos aminoacidos estao representadas pelo 
radical R. As ilustragoes (B) e (D) mostram apenas os atomos de carbono e nitrogenio da cadeia principal. 


si mesma, onde cada segao apresenta diregao oposta aos seus segmentos adjacentes (ca¬ 
deias antiparalelas). Ambos os tip os de folhas |3 produzem estruturas bastante rigidas, 
mantidas por ligagoes de hidrogenio que interligam as ligagoes peptidicas de cadeias 
vizinhas (ver Figura 3-7C). 

Uma helice a e formada quando uma unica cadeia polipeptidica enrola-se sobre 
si mesma para formar um cilindro rigido. Uma ligagao de hidrogenio e formada a cada 
quatro ligagoes peptidicas, ligando o C=0 de uma ligagao peptidica ao N-H de outra 
(ver Figura 3-7A). Isso da origem a uma helice regular com voltas completas a cada 3,6 
residuos de aminoacidos. O dominio proteico SH2 ilustrado na Figura 3-6 contem duas 
a-helices, bem como uma folha (3 formada por tres fitas antiparalelas. 

As regioes de a-helice sao abundantes em proteinas localizadas nas membranas ce- 
lulares, como proteinas transportadoras e receptores. Como discutiremos no Capitulo 10, 
essas porgoes de uma protema transmembrana que atravessam a bicamada lipidica em ge- 
ral o fazem como a-helices compostas principalmente por aminoacidos com cadeias late¬ 
rais apolares. A cadeia principal polipeptidica, que e hidrofilica, faz ligagoes de hidrogenio 
com ela mesma, formando uma a-helice protegida do ambiente lipidico e hidrofobico da 
membrana pelas suas cadeias laterais apolares protuberantes (ver tambem Figura 10-19). 

Em outras proteinas, as a-helices enrolam-se umas sobre as outras para formar 
uma estrutura particularmente estavel, conhecida como super-helice (em ingles, coiled- 
- coil ). Essa estrutura se forma quando duas (ou em alguns casos tres ou quatro) a-helices 
apresentam a maioria de suas cadeias laterais apolares (hidrofobicas) de um so lado, de 
modo que podem enrolar-se uma sobre a outra com essas cadeias laterais voltadas para 
o interior (Figura 3-9). Longas super-helices em forma de bastao fornecem a base estru- 
tural para muitas proteinas alongadas. Exemplos sao a a-queratina, que forma as fibras 
intracelulares que reforgam a camada externa da pele e seus apendices, e as moleculas 
de miosina, responsaveis pela contragao muscular. 
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Os domfnios proteicos sao unidades modulares a partir das quais 
as protefnas maiores sao construfdas 

Mesmo uma pequena molecula de protema e constituida por milhares de atomos in- 
terligados por ligagoes covalentes e nao covalentes precisamente orientadas. Biologos 
sao auxiliados na visualizagao dessas estruturas extremamente complicadas por varios 
metodos computacionais tridimensionais de visualizagao grafica. O website com infor- 
magoes extras para estudantes, que acompanha este livro, contem imagens geradas por 
computador de protemas selecionadas, as quais podem ser apresentadas na tela e rota- 
das em uma variedade de formatos. 

Os cientistas distinguem quatro rnveis de organizagao na estrutura de uma pro¬ 
tema. A sequencia de aminoacidos e conhecida como estrutura primaria. Os trechos da 
cadeia polipeptidica que formam a-helices e folhas p constituem a estrutura secunda¬ 
ria da protema. A conformagao tridimensional completa da cadeia polipeptidica algu- 
mas vezes e chamada de estrutura terciaria e, se uma protema em particular e formada 
por um complexo de mais de uma cadeia polipeptidica, a estrutura completa e designa- 
da estrutura quaternaria. 

Estudos da conformagao, da fungao e da evolugao das protemas revelaram a impor¬ 
tance de um nivel de organizagao estrutural distinto daqueles descritos anteriormente. 
Esse e o dommio proteico, uma subestrutura gerada em qualquer parte da cadeia poli¬ 
peptidica e que pode se enovelar independentemente do resto da protema em uma es¬ 
trutura compacta e estavel. Um dommio proteico geralmente contem entre 40 e 350 ami¬ 
noacidos, sendo a unidade modular da qual muitas protemas maiores sao construidas. 

Os diferentes dominios de uma protema geralmente estao associados a diferentes 
fungoes. A Figura 3-10 mostra um exemplo - a proteina-cinase Src, que atua na via de 
transmissao de sinais no interior de celulas de vertebrados (Src e pronunciado "sarc” em 
ingles). Considera-se que essa protema possua tres dominios: os dominios SH2 e SH3 
apresentam atividade reguladora, enquanto o dommio C-terminal e responsavel pela 
atividade cinase catalitica. Posteriormente, neste capitulo, retornaremos a essa protema, 
a fim de explicar como as protemas podem formar interruptores moleculares que trans- 
mitem informagao por todas as partes da celula. 




Figura 3-8 Dois tipos de estruturas de 
folhas 0. (A) Folha 0 antiparalela (ver Figura 
3-7C). (B) Folha 0 paralela. Ambos os tipos de 
estruturas sao comuns em protefnas. 
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Figura 3-9 Super-helice. (A) Uma unica 
a-helice, com a sequencia de sete unidades 
repetidas de cadeias laterais dos aminoacidos 
marcadas como "abcdefg" (de baixo para cima). 
Os aminoacidos "a" e "d" nessa sequencia 
ficam proximos um do outro na superffcie do 
cilindro, formando uma "faixa" (em verde) que 
se enrola lentamente ao redor da a-helice. As 
protefnas que formam super-helices apresentam 
aminoacidos apolares nas posigoes "a" e "d". 
Consequentemente, como mostrado em (B), 
duas a-helices podem se enrolar uma sobre a 
outra, com as cadeias laterais apolares de uma 
a-helice interagindo com as cadeias laterais apo¬ 
lares da outra. (C) A estrutura atomica de uma 
super-helice, determinada por cristalografia de 
raios X. A cadeia principal da a-helice esta repre- 
sentada em vermelho, e as cadeias laterais apo¬ 
lares estao representadas em verde, enquanto as 
cadeias laterais mais hidrofflicas, representadas 
em cinza, ficam expostas ao ambiente aquoso 
(Animagao 3.4). (Codigo PDB: 3NMD.) 
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Figura 3-10 Protema composta por 
multiplos dommios. Na protefna Src 
mostrada, um dominio C-terminal com 
dois lobulos (amarelo e laranja) forma a 
protefna-cinase, enquanto os dominios 
SH2 e SH3 desempenham fungoes regula- 
doras. (A) Modelo de fitas com o substrato 
ATP em vermelho. (B) Modelo de preenchi- 
mento espacial, com o substrato ATP em 
vermelho. Observe que o sftio de ligagao 
de ATP esta posicionado na interface dos 
dois lobulos que formam a cinase. A estru- 
tura do dominio SH2 esta representada na 
Figura 3-6. (Codigo PDB: 2SRC.) 



A Figura 3-11 mostra modelos de fita de tres dommios proteicos organizados de 
maneiras distintas. Como ilustrado pelo exemplo, a parte central de um dominio pode 
ser composta por a-helices, folhas |3 e por diversas combinagoes desses dois elementos 
fundamentais de enovelamento. 

As menores protemas content apenas um unico dominio, enquanto as protemas 
maiores podem conter varias dezenas de dommios, frequentemente conectados uns aos 
outros por segmentos curtos nao estruturados da cadeia polipeptidica, que atuam como 
dobradigas flexiveis entre os dommios. 


Apenas algumas das muitas cadeias polipeptidicas possiveis serao 
uteis para as celulas 


Figura 3-11 Modelos de fitas de tres 
diferentes dominios proteicos. (A) Cito- 
cromo j b 562 , protefna com apenas um do- 
mfnio, envolvida no transporte de eletrons 
na mitocondria. Essa protefna e composta 
quase exclusivamente por a-helices. 

(B) Dominio de ligagao de NAD da enzima 
lactato desidrogenase, que e composta 
por uma mistura de (3-helices e de folhas 
(3 paralelas. (C) Dominio variavel da cadeia 
leve de uma imunoglobulina (anticorpo), 
formado por um sandufche de duas 
folhas (3 antiparalelas. Nesses exemplos, 
as (3-helices sao mostradas em verde, en¬ 
quanto as fitas organizadas como folhas 
(3 sao indicadas como setas vermelhas. 
Observe que a cadeia polipeptidica ge- 
ralmente se estende ao longo de todo o 
dominio, com dobras acentuadas apenas 
na superffcie da protefna (Animagao 3.5). 
As regioes de alga protrafdas (em amarelo) 
frequentemente formam sftios de ligagao 
para outras moleculas. (Adaptada de ilus- 
tragoes cortesia de Jane Richardson.) 


Uma vez que cada um dos 20 aminoacidos e quimicamente distinto, podendo, em prin- 
cipio, ocorrer em qualquer posigao de uma cadeia de protemas, existem 20 x 20 x 20 
x 20 = 160.000 possiveis cadeias polipeptidicas compostas por quatro aminoacidos, ou 
ainda 20" possibilidades de haver uma protefna com n aminoacidos de comprimento. 
Para o comprimento tfpico das protemas, com cerca de 300 aminoacidos, uma celula 
pode teoricamente produzir mais de 10 390 (20 300 ) diferentes cadeias polipeptidicas. Esse 
e um niimero tao grande que, para produzir apenas uma molecula de cada tipo, seriam 
necessarios mais atomos do que os existentes no universo. 

Apenas uma pequena fragao desse vasto conjunto de cadeias polipeptidicas teo- 
ricas vai adotar uma conformagao tridimensional estavel - segundo algumas estimati- 
vas, menos de 1 em 1 bilhao. Ainda assim, a maioria das protemas presentes em uma 
celula adota conformagoes unicas e estaveis. Como isso e possfvel? A resposta se baseia 
na selegao natural. Uma protefna com estrutura e atividade bioqufmica imprevisfveis e 
variaveis tern poucas probabilidades de colaborar com a sobrevivencia da celula que a 
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contem. Tais protemas teriam sido, portanto, eliminadas por selegao natural no curso do 
longo processo de tentativa e erro, no qual se baseia a evolugao biologica. 

Como a evolugao atuou na selegao das fungoes proteicas nos organismos vivos, 
a sequencia de aminoacidos da maioria das protemas atuais corresponde a uma unica 
conformagao estavel. Alem disso, essa conformagao tern suas propriedades quimicas re- 
finadas para permitir que a protema desempenhe uma atividade catalitica ou uma fun¬ 
gao estrutural particular na celula. As protemas sao organizadas com tamanha precisao 
que alteragoes de mesmo alguns poucos atomos em um aminoacido podem, em alguns 
casos, afetar a estrutura de toda a molecula de tal forma que toda a sua fungao e perdida. 
Conforme discutido nas proximas segoes deste capitulo, quando raros eventos de eno- 
velamento incorreto de protemas ocorrem, os resultados podem ser desastrosos para o 
organismo que as contem. 


As proteinas podem ser classificadas em diversas familias 


Uma vez que uma protema tenha evoluido para assumir uma conformagao estavel, com 
propriedades uteis, sua estrutura pode ter sido modificada, ao longo da evolugao, para 
permitir-lhe desempenhar novas fungoes. Esse processo foi bastante acelerado por meca- 
nismos geneticos que possibilitam a duplicagao ocasional de genes, permitindo que uma 
das copias evolua de forma independente para desempenhar uma nova fungao (confor¬ 
me discutido no Capitulo 4). Esse tipo de evento ocorreu com alguma frequencia no pas- 
sado, e, como resultado, muitas das protemas atuais podem ser agrupadas em familias de 
protemas, onde cada membro de uma familia apresenta uma sequencia de aminoacidos 
e uma conformagao tridimensional similar a todos os outros membros da familia. 

Considere, por exemplo, as serinas-protease, uma grande familia de enzimas que 
hidrolisam protemas (proteoliticas), que incluem as enzimas digestivas quimiotripsina, 
tripsina e elastase, alem de algumas das proteinases envolvidas na coagulagao sangui- 
nea. Quando as porgoes protease de duas dessas enzimas sao comparadas, partes de 
suas sequencias de aminoacidos mostram-se quase identicas. A semelhanga de suas 
conformagoes tridimensionais e ainda mais impressionante: a maioria das dobras e das 
voltas de suas cadeias polipeptidicas, que tern algumas centenas de aminoacidos de 
comprimento, e praticamente identica (Figura 3-12). As varias serinas-protease apre- 
sentam, no entanto, atividades enzimaticas diferentes, cada qual clivando protemas dife- 
rentes ou ligagoes peptidicas entre diferentes tipos de aminoacidos. Cada uma, portanto, 
desempenha uma fungao distinta no organismo. 

A historia que contamos sobre as serinas-protease poderia ser repetida para centenas 
de outras familias de protemas. Em geral, a estrutura dos diferentes membros de uma fami¬ 
lia de protemas e mais conservada do que as suas sequencias de aminoacidos. Em muitos 
casos, as sequencias de aminoacidos divergiram de tal forma que nao e possivel determinar 
as relagoes entre duas protemas de uma familia sem a determinagao de suas estruturas tri¬ 
dimensionais. A protema a2 de levedura e a protema engrailed da Drosophila , por exemplo, 



Figura 3-12 Compara^ao das confor- 
ma0es de duas serinas-protease. 

As conformagoes da cadeia principal 
da elastase e da quimiotripsina. Apesar 
de somente os aminoacidos da cadeia 
polipeptidica mostrados em verde serem 
os mesmos nas duas proteinas, ambas as 
conformagoes sao muito similares entre 
si em todos os pontos da cadeia. 0 sitio 
ativo de cada enzima esta delimitado em 
vermelho ; e ali que as ligagoes peptidicas 
das proteinas que servem como substrato 
sao posicionadas e clivadas por hidrolise. 
As serinas-protease tern o seu nome de- 
rivado do aminoacido serina, cuja cadeia 
lateral faz parte do sitio ativo de cada 
enzima; participando diretamente na 
reagao de clivagem. Os pontos pretos no 
lado direito da molecula de quimiotripsina 
indicam as duas terminagoes criadas quan¬ 
do essa enzima diva a sua propria cadeia 
principal. 
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Figura 3-13 Comparagao de uma classe de dormnios de ligagao ao DNA, denominados homeodormnios, 
em um par de protemas de dois organismos separados por mais de 1 bilhao de anos de evolugao. 

(A) Modelo de fita da estrutura comum de ambas as protefnas. (B) Representagao esquematica mostrando as po- 
sigoes dos carbonos a. As estruturas tridimensionais mostradas foram determinadas por cristalografia por difragao 
de raios X para a protefna a2 de levedura ( verde ) e para a protefna engrailed de Drosophila ( vermelho ). (C) Uma 
comparagao da sequencia de aminoacidos das regioes das protefnas mostradas em (A) e (B). Os pontos pretos mar- 
cam os locals com aminoacidos identicos. Os pontos em laranja indicam a posigao da insergao de tres aminoacidos 
na protefna a2. (Adaptada de C. Wolberger et al.. Cell 67:517-528, 1991. Com permissao de Elsevier.) 


sao protefnas de regulagao genica da familia de homeodominio (discutido no Capitulo 7). 
Como essas duas protefnas apresentam apenas 17 aminoacidos conservados entre os 60 
aminoacidos que compoem o homeodominio, sua relagao so foi estabelecida com certeza 
apos a determinagao de suas estruturas tridimensionais (Figura 3-13). Muitos exemplos si- 
milares mostram que duas protemas com mais de 25% de identidade entre as suas sequen¬ 
ces de aminoacidos frequentemente compartilham a mesma estrutura geral. 

Os diversos membros de uma grande familia de protemas geralmente tern fungoes 
distintas. Algumas mudangas de aminoacidos que tornam os membros de uma familia 
distintos foram, sem diivida, selecionadas no curso da evolugao, pois resultam em va- 
riagoes uteis para a atividade biologica, fornecendo aos membros individuais da fami¬ 
lia as diferentes propriedades funcionais que eles tern hoje. Entretanto, muitas outras 
variagoes nos aminoacidos sao efetivamente “neutras” nao tendo nem efeito benefico 
ou danoso na estrutura basica e na fungao da protefna. Alem disso, visto que a mutagao 
e um processo aleatorio, deve ter havido muitas mudangas deleterias que alteraram a 
estrutura tridimensional dessas protemas o suficiente para danifica-las. Tais protemas 
defeituosas teriam sido perdidas sempre que os organismos individuais que as produ- 
ziam ficavam em desvantagem e foram eliminadas pela selegao natural. 

As famflias de protemas sao prontamente reconhecidas quando o genoma de qual- 
quer organismo e sequenciado; por exemplo, a determinagao da sequencia de DNA com- 
pleta do genoma humano revelou que ele contem cerca de 21 mil genes que codificam 
protemas. (Observe, no entanto, que, como resultado do splicing alternativo do RNA, as 
celulas humanas podem produzir muito mais do que 21 mil protemas diferentes, confor- 
me sera explicado no Capitulo 6.) Pela comparagao de sequencias, e possfvel determinar 
o produto de cerca de 40% dos genes que codificam protemas e relaciona-los a estrutu¬ 
ras conhecidas de protemas, pertencentes a mais de 500 famflias diferentes de protemas. 
Muitas das protemas em cada familia evoluiram para desempenhar fungoes levemente 
distintas, como as enzimas elastase e a quimiotripsina, ilustradas anteriormente na Figura 
3-12. Conforme explicado no Capitulo 1 (ver Figura 1-21), essas protemas sao, em alguns 
casos, chamadas paralogas , para distingui-las das protemas equivalentes observadas em 
diferentes organismos ( ortologas , como a elastase humana e de camundongos). 

Conforme descrito no Capitulo 8, como resultado de tecnicas poderosas, como a 
cristalografia por difragao de raios X e a ressonancia magnetica nuclear (RMN), agora co- 
nhecemos as estruturas tridimensionais, ou conformagoes, de mais de 100 mil protemas. 
Por meio da comparagao cuidadosa das conformagoes dessas protemas, biologos estrutu- 
rais (ou seja, especialistas na estrutura de moleculas biologicas) conclufram que existe um 
numero limitado de conformagoes adotadas pelos domfnios proteicos na natureza - talvez 
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um numero de apenas 2 mil, se considerarmos todos os organismos. Estruturas represen- 
tativas ja foram determinadas para a maior parte desses motivos estruturais de protelnas. 

Os bancos de dados atuais das sequencias conhecidas de protemas contem mais 
de 20 milhbes de entradas e estao aumentando muito rapidamente conforme mais e 
mais genomas sao sequenciados - revelando um grande numero de novos genes que 
codificam protemas. Os polipeptideos codificados apresentam grande variagao de tama- 
nho, de seis aminoacidos ate protemas gigantescas compostas por 33 mil aminoacidos. 
Comparagoes de protemas sao importantes, pois estruturas parecidas geralmente impli- 
cam fungoes parecidas. Muitos anos de experimentos podem ser evitados pela desco- 
berta de que uma nova protefna tern uma sequencia de aminoacidos similar a outra pro- 
teina de fungao conhecida. Essas relagoes entre as sequencias, por exemplo, indicaram 
inicialmente que certos genes que fazem celulas de mamfferos tornarem-se cancerosas 
codificam protefnas-cinase (discutido no Capitulo 20). 

Alguns domfnios proteicos sao encontrados em varias protefnas 
diferentes 

Como previamente estabelecido, a maioria das protemas e composta por uma serie de 
dommios proteicos, nos quais regioes diferentes da cadeia polipeptidica sao enoveladas 
independentemente para formar estruturas compactas. Acredita-se que tais protemas 
com multidommios originaram-se pela jungao acidental de sequencias de DNA que 
codificam cada dominio, criando um novo gene. No processo evolutivo denominado 
embaralhamento de dommios , muitas protemas grandes evoluiram pela jungao de do¬ 
mmios ja existentes em novas combinagoes (Figura 3-14). Novas superficies de contato 
foram criadas na justaposigao de dommios, e muitos sitios funcionais onde as protemas 
se ligam a pequenas moleculas sao localizados nessas justaposigoes de dommios. 

Um subconjunto de dommios proteicos tern sido especialmente labil durante a 
evolugao; apresentam estruturas particularmente versateis e sao referidos algumas vezes 
como modulos proteicos. A estrutura de um deles, o dominio SH2, foi ilustrada na Figura 
3-6. Tres outros dommios proteicos de alta ocorrencia sao ilustrados na Figura 3-15. 

Cada um dos dommios mostrados tern um nucleo de estrutura estavel, formado 
por fitas da folha (3, a partir das quais se estendem algas menos ordenadas da cadeia po¬ 
lipeptidica. As algas estao estrategicamente localizadas para formar sitios de ligagao para 
outras moleculas, como demonstrado mais claramente pelo enovelamento da imuno- 
globulina, que forma a base para as moleculas de anticorpos. Esses dommios compostos 
por folhas (3 parecem ter atingido seu sucesso evolutivo por fornecerem uma estrutura 
conveniente para o estabelecimento de novos sitios de ligagao para outras moleculas, 
requerendo apenas pequenas alteragoes nas algas expostas (ver Figura 3-42). 

Um segundo aspecto desses dommios proteicos que explica sua utilidade e a faci- 
lidade com que podem ser integrados em outras protemas. Dois dos tres modulos pro¬ 
teicos ilustrados na Figura 3-15 tern suas regioes N-terminal e C-terminal em lados opos- 
tos do dominio. Quando o DNA que codifica um desses dommios sofre duplicagao em 
tandem, o que nao e incomum na evolugao dos genomas (discutido no Capitulo 4), os 
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Figura 3-14 Embaralhamento de dommios. 

Um embaralhamento extensivo de blocos de 
sequencias de protefnas (domfnios proteicos) 
ocorreu durante a evolugao das protefnas. 

As porgoes da protefna representadas pela 
mesma forma e cor neste diagrama sao evo- 
lutivamente relacionadas. As serinas-protease, 
como a quimiotripsina, sao formadas por dois 
domfnios ( marrom ). Nas tres outras proteases 
mostradas, que sao altamente reguladas e mais 
especializadas, esses dois domfnios da protea¬ 
se sao conectados a um ou mais domfnios, 
similares aos domfnios encontrados no fator 
de crescimento epidermico (EGF, epidermal 
growth factor, verde), na protefna ligadora de 
calcio ( amarelo) ou no dominio "kringle" ( azul). 
A quimiotripsina e ilustrada na Figura 3-12. 
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Figura 3-15 Estruturas tridimensionais de 
tres dommios geralmente presentes em 
protemas. Nestes diagramas no modelo de 
fitas, as fitas das folhas (3 estao representadas 
como setas, e as regioes N e C-terminais sao in- 
dicadas por esferas vermelhas. Existem diversos 
outros desses "modulos" na natureza. (Adapta- 
da de M. Baron, D.G. Norman e I.D. Campbell, 
Trends Biochem. Sci. 16:13-17, 1991, com per- 
missao de Elsevier, e D.J. Leahy et al., Science 
258:987-991, 1992, com permissao de AAAS.) 
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Figura 3-16 Estrutura alongada formada por uma serie de dommios protei- 
cos. Quatro dominios de fibronectina tipo 3 (ver Figura 3-15) da molecula de fibro- 
nectina da matriz extracelular estao ilustrados em (A) modelo de fitas e em (B) modelo 
de preenchimento espacial. (Adaptada de D.J. Leahy, I. Aukhil e H.P. Erickson, Cell 
84:155-164, 1996. Com permissao de Elsevier.) 

dommios duplicados com esse arranjo “em linha” podem ser prontamente conectados 
em serie para formar estruturas estendidas - com eles proprios ou com outros dommios 
em linha (Figura 3-16). Estruturas estendidas rigidas compostas por uma serie de do¬ 
mmios sao especialmente comuns em moleculas da matriz extracelular e em porgoes 
extracelulares de protemas receptoras da superficie celular. Outros dommios utilizados 
com frequencia, incluindo o dominio “kringle”, ilustrado na Figura 3-15, e o dominio 
SH2, sao dommios do tipo encaixe, com suas porgoes N e C-terminais proximas uma 
da outra. Apos rearranjos genomicos, tais dommios geralmente sao acomodados como 
uma insergao em uma regiao de algas de uma segunda protema. 

Uma comparagao da frequencia relativa da utilizagao dos dommios em diferen- 
tes eucariotos revelou que para muitos dommios comuns, como as protemas-cinase, 
essa frequencia e similar em organismos tao diversos como leveduras, plantas, vermes, 
moscas e humanos. Mas existem algumas excegoes notaveis, como o dominio de reco- 
nhecimento de antigenos do complexo de histocompatibilidade principal (MHC, major 
histocompatibility complex) (ver Figura 24-36), presente em 57 copias em humanos, mas 
ausente nos outros quatro organismos citados. Dommios como o MHC apresentam fun- 
goes especializadas que nao sao compartilhadas com os outros eucariotos; acredita-se 
que tenham passado por uma forte selegao durante eventos recentes da evolugao para 
dar origem as multiplas copias observadas. De modo similar, os dommios SH2 estao pre- 
sentes em numero aumentado nos eucariotos superiores; assume-se que esses dommios 
sejam especialmente importantes para o estabelecimento da multicelularidade. 
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Figura 3-17 Estrutura de dominio de um 
grupo de proteinas relacionadas evolutiva- 
mente, consideradas como tendo fun0es 
similares. Em geral, existe a tendencia de as 
proteinas em organismos mais complexos, 
como em humanos, conterem dominios adicio- 
nais - como no caso da proteina de ligagao ao 
DNA aqui comparada. 


Pares especificos de dominios sao encontrados juntos em muitas 
proteinas 

Podemos construir uma grande tabela mostrando o uso de dommios em cada organis- 
mo cuja sequencia genomica e conhecida. Por exemplo, o genoma humano contem as 
sequencias de DNA de aproximadamente 1.000 dommios de imunoglobulinas, 500 do¬ 
mmios de protemas-cinase, 250 homeodominios de ligagao ao DNA, 300 dommios SH3 e 
120 dommios SH2. Alem disso, descobrimos que mais de dois tergos de todas as protemas 
consistem em dois ou mais dommios, e que os mesmos pares de dommios ocorrem repe- 
tidamente nos mesmos arranjos relativos em uma protema. Apesar de metade de todas 
as familias de dommios serem comuns entre arquebacterias, bacterias e eucariotos, ape- 
nas 5% das combinagoes equivalentes de dois dommios sao compartilhadas. Esse padrao 
sugere que a maior parte das protemas contendo combinagoes uteis de dois dommios 
surgiu pelo embaralhamento de dommios em etapas relativamente tardias da evolugao. 

O genoma humano codifica um conjunto complexo de proteinas, 
revelando que muita informaqao ainda e desconhecida 

O resultado do sequenciamento do genoma humano foi surpreendente ao revelar que 
nossos cromossomos contem apenas cerca de 21 mil genes que codificam protemas. 
Considerando-se apenas o numero de genes, parecemos nao ser mais complexos que a 
pequena erva de mostarda, Arabidopsis, e apenas cerca de 1,3 vez mais complexos que 
um verme nematodeo. As sequencias dos genomas tambem revelam que os vertebrados 
herdaram aproximadamente todos os dommios proteicos dos invertebrados - com so- 
mente 7% dos dommios humanos identificados sendo especificos de vertebrados. 

Entretanto, cada uma das nossas protemas e relativamente mais complicada (Figura 
3-17). Um processo de embaralhamento de dommios, durante a evolugao dos vertebrados, 
deu origem a muitas combinagoes novas de dominios proteicos, resultando em quase duas 
vezes mais combinagoes de dommios em protemas humanas que em um verme ou em uma 
mosca. Dessa forma, por exemplo, o dominio da serina-protease similar a tripsina esta liga- 
do a pelo menos 18 outros tipos de dommios proteicos em protemas humanas, enquanto e 
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encontrado covalentemente ligado a somente cinco dommios em vermes. Essa variedade 
adicional em nossas protemas aumenta a gama de interagoes possiveis proteina-protema 
(ver Figura 3-79), mas nao sabemos como isso contribui para nos tornar humanos. 

A complexidade dos organismos vivos e impressionante, sendo importante notar 
que atualmente carecemos da mais simples pista de qual possa ser a fungao de mais de 
10 mil protemas que ate o momento foram identificadas examinando o genoma huma- 
no. Ha certamente grandes desafios a frente para a proxima geragao de biologos celula- 
res, com muitos misterios interessantes a serem resolvidos. 

As grandes moleculas proteicas geralmente contem mais de uma 
cadeia polipeptfdica 

As mesmas ligagoes fracas nao covalentes que permitem a uma cadeia proteica se enove- 
lar em uma conformagao espedfica tambem permitem que as protemas se liguem umas 
as outras para produzirem, estruturas maiores na celula. Qualquer regiao de uma super¬ 
ficie proteica que possa interagir com uma outra molecula, por meio de conjuntos de li- 
gagoes nao covalentes, e chamada de sitio de ligagao. Uma proteina pode conter sitios de 
ligagao para varias moleculas, pequenas e grandes. Se um sitio de ligagao reconhece a su¬ 
perficie de uma segunda proteina, a forte ligagao das duas cadeias polipeptidicas enove- 
ladas nesse sitio cria uma molecula de proteina maior, com uma geometria precisamente 
definida. Cada cadeia polipeptidica nessa proteina e chamada de subunidade proteica. 

Em um caso mais simples, duas cadeias polipeptidicas identicas se ligam uma a 
outra, em um arranjo "cabega a cabega” formando um complexo simetrico de duas su- 
bunidades proteicas (um cUmero) mantidas juntas por interagoes entre os dois sitios de 
ligagao identicos. A proteina repressora Cro - uma proteina de regulagao de genes virais, 
que se liga ao DNA e reprime a expressao dos genes virais especificos em celulas bac- 
terianas infectadas - nos fornece um exemplo (Figura 3-18). As celulas contem muitos 
outros tipos de complexos simetricos de protemas, formados a partir de copias multiplas 
de uma unica cadeia polipeptidica (p. ex., ver Figura 3-20 a seguir). 

Muitas das protemas nas celulas contem dois ou mais tipos de cadeias polipepti¬ 
dicas. A hemoglobina, proteina que transporta o oxigenio nos eritrocitos, contem duas 
subunidades de a-globina identicas e duas subunidades de (3-globina identicas, simetri- 
camente dispostas (Figura 3-19). Essas protemas de subunidades multiplas sao bastante 
comuns nas celulas e podem ser bastante grandes (Animagao 3.6). 

Algumas protefnas globulares formam longos filamentos helicoidais 

A maioria das protemas discutidas ate agora sao protemas globulares, nas quais a cadeia 
polipeptidica enovela-se em uma forma compacta como uma bola de superficie irregu¬ 
lar. Algumas dessas moleculas de protemas podem, contudo, agrupar-se para formar fi¬ 
lamentos que podem se estender por todo o comprimento de uma celula. Na forma mais 
simples, uma longa cadeia de moleculas de protemas identicas pode ser construida se 
cada molecula tiver um sitio de ligagao complementar a uma outra regiao da superficie da 
mesma molecula (Figura 3-20). Um filamento de actina, por exemplo, e uma longa estru- 
tura helicoidal produzida a partir de muitas moleculas da proteina actina (Figura 3-21). 
A actina e uma proteina globular muito abundante em celulas eucarioticas, nas quais ela 
forma um dos maiores sistemas filamentares do citoesqueleto (discutido no Capitulo 16). 


Figura 3-18 Duas subunidades protei¬ 
cas identicas unidas para formar um 
dimero simetrico. A proteina repressora 
Cro do bacteriofago lambda liga-se ao 
DNA para reprimir a expressao de um 
subgrupo especifico de genes virais. Suas 
duas subunidades identicas se ligam ca¬ 
bega a cabega e se mantem unidas por 
interagoes hidrofobicas ( azul) e por um 
conjunto de ligagoes de hidrogenio (regiao 
amarela). (Adaptada de D.H. Ohlendorf, 
D.E. Tronrud e B.W. Matthews, J. Mol. 

Biol. 280:129-136, 1998. Com permissao 
de Academic Press.) 



Figura 3-19 Proteina formada pelo 
arranjo simetrico de duas de cada uma 
das duas subunidades diferentes. 

A hemoglobina e uma proteina abundan¬ 
te nos eritrocitos e contem duas copias 
de a-globina (verde) e duas copias de 
(3-globina (azul). Cada uma dessas quatro 
cadeias polipeptidicas contem uma mo¬ 
lecula de heme ( vermelho ), que e o sitio 
de ligagao do oxigenio (0 2 ). Portanto, 
cada molecula de hemoglobina no sangue 
carrega quatro moleculas de oxigenio. 
(Codigo PDB: 2DHB.) 
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Figura 3-20 Montagens de protemas. (A) Uma protefna com apenas urn sitio de 
ligagao pode formar urn dimero com outra protefna identica. (B) Protefnas identicas com 
dois sftios de ligagao diferentes frequentemente formam longos filamentos helicoidais. 

(C) Se os dois sftios de ligagao estiverem dispostos apropriadamente urn em relagao ao 
outro, as subunidades proteicas podem formar urn anel fechado em vez de uma helice. 

(Para urn exemplo de A, ver Figura 3-18; para urn exemplo de B, ver Figura 3-21; para 
exemplos de C, ver Figuras 5-14 e 14-31.) 

Iremos encontrar diversas estruturas helicoidais ao longo deste livro. Por que a 
helice e uma estrutura tao comum na biologia? Como vimos, as estruturas biologicas 
geralmente sao formadas pela ligagao de subunidades similares em cadeias longas e re- 
petitivas. Se todas as subunidades sao identicas, as subunidades adjacentes na cadeia 
geralmente podem manter-se unidas de uma unica maneira, ajustando suas posigoes 
relativas para minimizar a energia livre do contato entre elas. Como resultado, cada su- 
bunidade esta posicionada exatamente da mesma maneira em relagao a proxima, de for¬ 
ma que a subunidade 3 ajusta-se a subunidade 2 da mesma maneira que a subunidade 
2 ajusta-se a subunidade 1, e assim sucessivamente. Como e muito raro que as subuni¬ 
dades se unam em uma linha reta, esse arranjo geralmente resulta em uma helice - uma 
estrutura regular que se assemelha a uma escada em espiral, como ilustrado na Figura 
3-22. Dependendo da torgao da escada, diz-se que a orientagao da helice e dextrogira 
(para a direita) ou levogira (para a esquerda) (ver Figura 3-22E). A diregao nao e afetada 
ao virar a helice de cabega para baixo, mas e revertida se a helice for refletida no espelho. 

A observagao de que as helices sao normalmente encontradas em estruturas biologi¬ 
cas permanece verdadeira, sejam as subunidades pequenas moleculas unidas por ligagoes 
covalentes (p. ex., os aminoacidos em uma a-helice), sejam grandes moleculas de protemas 
unidas por forgas nao covalentes (p. ex., moleculas de actina nos filamentos de actina). Isso 
nao e surpreendente. Uma helice e uma estrutura comum, sendo gerada simplesmente co- 
locando-se subunidades similares proximas umas as outras; cada uma com exatamente a 
mesma relagao com a antecedente, repetidamente - ou seja, com uma rotagao fixa seguida 
por uma translagao ao longo do eixo da helice, como uma escada em espiral. 


Diversas moleculas proteicas apresentam formas alongadas e 
fibrosas 



Figura 3-21 Filamentos de actina. (A) Micro- 
grafia eletronica de transmissao de filamentos 
de actina marcados negativamente. (B) Arranjo 
helicoidal de moleculas de actina em urn fila- 
mento de actina. (A, cortesia de Roger Craig.) 


As enzimas tendem a ser protemas globulares: mesmo que muitas sejam grandes e com- 
plicadas, com multiplas subunidades, a maioria tern uma forma geral arredondada. Vimos 
na Figura 3-21 que protemas globulares podem se associar formando longos filamentos. 
Mas existem fungoes que requerem que as unidades individuais de uma molecula proteica 
se estendam por longas distancias. Essas protemas em geral tern uma estrutura tridimen¬ 
sional alongada relativamente simples e sao geralmente chamadas de protemas fibrosas. 

Uma grande familia de protemas fibrosas intracelulares consiste em a-queratina, 
apresentada anteriormente quando discutimos as a-helices, e protemas relacionadas. 
Os filamentos de queratina sao extremamente estaveis e sao os principais componen- 
tes em estruturas duradouras como os cabelos, os chifres e as unhas. Uma molecula de 
a-queratina e um dimero de duas subunidades identicas, com as longas a-helices de 
cada subunidade formando uma super-helice (ver Figura 3-9). As regioes de super-he- 
lice sao cobertas em cada extremidade por dommios globulares que contem os sftios 
de ligagao. Isso permite a essa classe de protemas juntar-se em uma forma de corda de 
filamentos intermediarios - um componente importante do citoesqueleto que cria o ar- 
cabougo estrutural interno da celula (ver Figura 16-67). 

As protemas fibrosas sao especialmente abundantes no meio extracelular, onde 
sao o principal componente da matriz extracelular gelatinosa que ajuda a manter unidos 
conjuntos de celulas que formam os tecidos. As celulas secretam as protemas da ma¬ 
triz extracelular nas suas imediagoes, onde estas moleculas frequentemente se associam 
formando camadas ou longas fibras. O colageno e a mais abundante dessas protemas 
nos tecidos animais. Uma molecula de colageno consiste em tres longas cadeias poli- 
peptidicas, cada uma contendo um aminoacido glicina apolar a cada tres posigoes. Essa 
estrutura regular permite que as tres cadeias se enovelem uma sobre a outra para gerar 
uma longa helice tripla regular (Figura 3-23A). Muitas moleculas de colageno, entao, 
ligam-se umas as outras, lado a lado e de ponta a ponta, para criar longos feixes sobre- 
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postos - dessa maneira formam uma fibra de colageno extremamente forte que confere a 
resistencia elastica aos tecidos conectivos, conforme descrito no Capitulo 19. 


Figura 3-22 Algumas propriedades de 
uma helice. (A-D) Uma helice se forma 
quando varias subunidades ligam-se umas 
as outras de uma maneira regular. A parte 
inferior da imagem mostra a vista superior 
de cada uma dessas helices, parecendo ser 
compostas por duas (A), tres (B) ou seis 
(C e D) subunidades porvolta. Observe 
que a helice em (D) apresenta urn espa- 
gamento maior do que a helice em (C), 
mas o mesmo numero de subunidades por 
volta. (E) Conforme mencionado no texto, 
uma helice pode ser orientada tanto para 
a direita quanto para a esquerda. Como 
uma referenda, vale lembrar que os para- 
fusos comuns sao inseridos (ou aparafusa- 
dos) quando girados no sentido horario e 
sao orientados para a direita. Observe que 
a helice mantem a mesma diregao mesmo 
quando e invertida de cabega para baixo. 
(Codigo PDB: 2DHB.) 


As protefnas contem uma quantidade surpreendentemente alta de 
segmentos de cadeia polipeptfdica intrinsecamente desordenada 

Sabe-se ha bastante tempo que, em contraste com o colageno, outra protefna abundante 
na matriz extracelular, a elastina, e formada por polipeptfdeos altamente desordenados. 
Essa desordem e essencial as fungoes da elastina. Suas cadeias polipeptidicas relativa- 
mente frouxas e nao estruturadas apresentam ligagoes covalentes cruzadas, produzindo 
uma rede elastica como borracha, que pode ser espichada de forma reversfvel de uma 
conformagao a outra, conforme ilustrado na Figura 3-23B. As fibras elasticas formadas 
pela elastina permitem que a pele e outros tecidos, como as arterias e os pulmoes, ex- 
pandam-se e retraiam-se sem se romper. 

As regioes intrinsecamente desordenadas em protefnas sao frequentes na natureza 
e possuem importantes fungoes no interior das celulas. Conforme ja vimos, protefnas 


Fibra elastica 




Figura 3-23 Colageno e elastina. (A) 0 colageno e uma helice tripla formada por tres cadeias estendidas que se enrolam umas nas outras (parte inferior). 
Muitas das moleculas em forma de bastao do colageno fazem ligagoes cruzadas no espago extracelular, para formar fibrilas inextensfveis ( acima ), com a forga 
tensil do ago. 0 padrao de listras na fibrila de colageno e consequencia do arranjo regular repetido das moleculas de colageno dentro da fibrila. (B) As cadeias 
polipeptidicas da elastina apresentam ligagoes cruzadas entre si no espago extracelular de modo a formar fibras de elastina, semelhantes a borracha. Cada 
molecula de elastina desenovela-se para uma conformagao mais distendida quando a fibra e tracionada e retorna a sua forma enovelada espontaneamente tao 
logo a forga de tragao seja relaxada. As ligagoes cruzadas formadas no espago extracelular dao origem a ligagoes covalentes entre cadeias laterais de lisina, mas 
a estrutura quimica e diferente nas moleculas de colageno e de elastina. 
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frequentemente apresentam regioes de algas na sua cadeia polipeptidica se projetando a 
partir da regiao central de um dominio proteico para a ligagao a outras moleculas. Algu- 
mas dessas regioes de alga se mantem desordenadas ate a sua ligagao a uma molecula- 
-alvo, adotando uma conformagao enovelada apenas quando ligadas a essa molecula. 
Tambem sao conhecidas diversas moleculas com caudas intrinsecamente desordenadas 
presentes em uma das extremidades de um dominio estrutural (ver, p. ex. ; as histonas 
na Figura 4-24). A extensao dessas estruturas desordenadas so se tornou clara com o se- 
quenciamento de genomas. O sequenciamento de genomas permitiu o uso de ferramen- 
tas de bioinformatica para a analise de sequencias de aminoacidos codificadas pelos ge¬ 
nes, procurando por regioes desordenadas baseada no seu baixo carater hidrofobico e 
relativa alta carga liquida. Por meio da combinagao desses resultados com outros dados, 
acredita-se que um quarto do total das protemas eucarioticas adotem estruturas que sao 
principalmente desordenadas, com alteragoes rapidas entre diferentes conformagoes. 
Diversas dessas regioes desordenadas contem sequencias repetidas de aminoacidos. 
Qual e a fungao dessas regioes desordenadas? 

Algumas fungoes conhecidas sao ilustradas na Figura 3-24. Uma fungao predomi- 
nante e a formagao de sitios de ligagao de alta especificidade para outras moleculas, que po- 
dem ser alterados rapidamente pela fosforilagao ou defosforilagao da protema, ou qualquer 
outra modificagao covalente desencadeada por eventos de sinalizagao celular (Figura 3-24A 
e B). Veremos, por exemplo, que a enzima RNA-polimerase de eucariotos que sintetiza mo¬ 
leculas de mRNA contem uma longa cauda C-terminal desestruturada que e modificada de 
modo covalente conforme a smtese de RNA progride, atraindo outras protemas especificas 
para o complexo da transcrigao em momentos determinados (ver Figura 6-22). Essa cauda 
nao estruturada interage com um tipo distinto de dominio de baixa especificidade quando 
a RNA-polimerase e atraida a sitios especificos do DNA quando inicia a sua smtese. 

Conforme ilustrado na Figura 3-24C, uma regiao nao estruturada tambem pode atuar 
como um elo que mantem dois dominios proteicos proximos e facilita a sua interagao. Por 
exemplo, e essa fungao de elo que permite o deslocamento dos substratos entre os sitios 
ativos de grandes complexos multienzimaticos (ver Figura 3-54). Uma fungao de conec- 
tor semelhante permite que grandes protemas de suporte com multiplos sitios de ligagao a 
protemas concentrem conjuntos de protemas interagindo entre si, aumentando as taxas de 
reagao e tambem confinando estas reagoes a locais especificos da celula (ver Figura 3-78). 

Assim como a elastina, outras protemas apresentam fungoes que requerem sua 
permanencia em um estado consideravelmente nao estruturado. Assim, um grande nu- 
mero de cadeias nao ordenadas de protemas e em proximidade podem originar micror- 
regioes com consistencia de gel no interior de celulas, com difusao restrita. Por exemplo, 
as numerosas nucleoporinas que revestem a superficie interna do complexo do poro 
nuclear formam uma rede de enovelamento aleatorio (Figura 3-24) que e essencial para 
o transporte nuclear seletivo (ver Figura 12-8). 


Figura 3-24 Algumas fungoes importantes 
de sequencias de protemas intrinsecamente 
desordenadas. (A) Regioes nao ordenadas da 
cadeia polipeptidica com frequencia formam 
sitios de ligagao para outras proteinas. Embora 
esses eventos de ligagao sejam de alta afinidade, 
frequentemente podem ser de baixa afinidade 
devido ao baixo custo energetico do enovela¬ 
mento do ligante normalmente nao enovelado 
(sendo, portanto, prontamente reversiveis). 

(B) Regioes nao estruturadas podem ser facil- 
mente modificadas covalentemente, alterando 
suas preferences de ligagao, e estao frequente¬ 
mente envolvidas com processos de sinalizagao 
celular. Nesta representagao esquematica, 
diversos sitios de fosforilagao da proteina estao 
indicados. (C) Regioes nao estruturadas tambem 
podem atuar como "prisoes" que mantem 
proximos os dominios proteicos que devem 
interagir. (D) Uma densa rede de proteinas nao 
estruturadas pode compor uma barreira de 
difusao, como as nucleoporinas presentes no 
poro nuclear. 


Ligagoes cruzadas covalentes estabilizam proteinas extracelulares 

Muitas moleculas de protemas estao presas na face externa da membrana plasmatica da 
celula ou sao secretadas para formar parte da matriz extracelular. Todas essas protemas sao 
diretamente expostas as condigoes extracelulares. Para ajudar a manter suas estruturas, as 
cadeias polipeptidicas dessas protemas frequentemente sao estabilizadas por ligagoes co- 
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Figura 3-25 Ligagoes dissulfeto. 

Ligagoes covalentes dissulfeto se formam 
entre cadeias laterals adjacentes de cis- 
tefnas. Estas ligagoes cruzadas podem 
unir duas partes de uma mesma cadeia 
polipeptidica ou duas cadeias polipepti- 
dicas individuals. Uma vez que a energia 
requerida para romper uma ligagao co- 
valente e muito maior do que a energia 
requerida para romper todo urn conjunto 
de ligagoes nao covalentes (ver Tabela 
2-1, p. 45), uma ligagao dissulfeto pode 
ter um efeito estabilizador maior em uma 
proteina (Animagao 3.7). 


valentes. Tais ligagoes podem ligar dois aminoacidos na mesma cadeia ou conectar diferen- 
tes cadeias polipeptidicas em uma proteina multimerica. Embora existam diversos tipos de 
ligagao cruzada, o mais comum sao as ligagoes covalentes enxofre-enxofre. Essas ligagoes 
dissulfeto (tambem chamadas de ligagoes S-S ou pontes dissulfeto) formam-se enquanto as 
celulas preparam as protemas recem-sintetizadas para exportagao. Como descrito no Capi- 
tulo 12, sua formagao e catalisada no reticulo endoplasmatico por uma enzima que liga dois 
grupos -SH de cadeias laterais de cisteinas adjacentes na proteina enovelada (Figura 3-25). 
As ligagoes dissulfeto nao mudam a conformagao de uma proteina, mas agem como “gram- 
pos” atomicos que reforgam sua conformagao mais favoravel. Por exemplo, a lisozima - uma 
enzima presente nas lagrimas que dissolve paredes celulares bacterianas - mantem a sua 
atividade antibacteriana por um longo tempo, por ser estabilizada por esse tipo de ligagoes. 

As ligagoes dissulfeto geralmente nao se formam no citoplasma, onde uma alta 
concentragao de agentes redutores converte ligagoes S-S de volta a grupos -SH das cis- 
temas. Aparentemente, as protemas nao requerem esse tipo de reforgo em um ambiente 
relativamente ameno, como o interior da celula. 

Moleculas proteicas frequentemente servem como subunidades 
na formagao de grandes estruturas 

Os mesmos principios que permitem a associagao de moleculas proteicas identicas em 
aneis ou longos filamentos tambem atuam na formagao de grandes estruturas compos- 
tas por conjuntos de macromoleculas distintas, como os complexos enzimaticos, ribos- 
somos, virus e membranas. Esses grandes objetos nao sao formados por moleculas gi- 
gantes unicas, covalentemente ligadas. Ao contrario, sao formados por associagao nao 
covalente de muitas moleculas produzidas separadamente, que servem como subuni¬ 
dades da estrutura final. 

O uso de pequenas subunidades para formar grandes estruturas oferece varias 
vantagens: 

1. Uma grande estrutura construida com uma ou algumas subunidades menores re- 
petidas requer somente uma pequena quantidade de informagao genetica. 

2. Tanto a associagao quanto a dissociagao podem ser facilmente controladas como 
processos reversiveis, pois as subunidades se associam por meio de multiplas liga¬ 
goes de energia relativamente baixa. 

3. Os erros na smtese da proteina podem ser evitados mais facilmente, ja que os me- 
canismos de corregao podem operar durante o curso da montagem para excluir 
subunidades malformadas. 

Algumas subunidades proteicas sao montadas em camadas planas, nas quais as 
subunidades sao arranjadas em padroes hexagonais. As protemas de membrana espe- 
cializadas, em alguns casos, sao arranjadas desse modo em bicamadas lipidicas. Com 
uma leve mudanga na geometria das subunidades individuais, uma folha hexagonal 
pode ser convertida em um tubo (Figura 3-26) ou, com mudangas adicionais, em uma 
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Figura 3-26 Subunidades proteicas indi¬ 
viduals formam complexos proteicos que 
apresentam multiplos contatos proteina- 
-proteina. Subunidades globulares de pro¬ 
teinas com organizagao hexagonal, ilustradas 
aqui, podem formar camadas planas ou tubos. 
Em geral, essas grandes estruturas nao sao 
consideradas "moleculas" individuals. 

Assim como o filamento de actina descrito 
anteriormente, essas estruturas sao considera¬ 
das complexos formados por diversas molecu¬ 
las diferentes. 



20 nm 


Figura 3-27 Capsideo proteico de um virus. 

A estrutura do capsideo do virus SV40 de ma¬ 
cacos foi determinada por cristalografia 
de difragao de raios X e, assim como a estru¬ 
tura do capsideo de diversos outros virus, e 
conhecida em detalhes atomicos. (Cortesia 
de Robert Grant, Stephan Crainic e James M. 
Hogle.) 
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esfera oca. Os tubos e as esferas proteicas que se ligam a moleculas especificas de RNA e 
de DNA no seu interior formam o revestimento dos virus. 

A formagao de estruturas fechadas, como aneis, tubos ou esferas, prove uma estabili- 
dade adicional devido ao aumento do numero de ligagoes entre as subunidades proteicas. 
Alem disso, como a estrutura e criada por interagoes cooperativas mutuamente dependen- 
tes entre as subunidades, uma alteragao relativamente pequena que afete cada subunidade 
individualmente pode levar a montagem ou desmontagem da estrutura. Esses principios 
sao ilustrados no revestimento proteico, ou capsideo , de muitos virus simples, os quais to- 
mam a forma de uma esfera oca com base em um icosaedro (Figura 3-27). Os capsideos 
frequentemente sao formados por centenas de subunidades proteicas identicas que envol- 
vem e protegem o acido nucleico viral (Figura 3-28). A proteina nesse capsideo deve ter 
uma estrutura particularmente adaptavel: deve nao somente fazer varios tipos diferentes 
de contatos para criar a esfera, como tambem mudar seu arranjo para liberar o acido nu¬ 
cleico para iniciar a replicagao viral depois que o virus tenha entrado em uma celula. 

Diversas estruturas celulares sao capazes de associagao espontanea 

A informagao para formar muitos dos complexos conjuntos de macromoleculas das ce- 
lulas deve estar contida nas proprias subunidades, pois as subunidades purificadas po¬ 
dem se associar espontaneamente (auto-organizar, autoassociar) na estrutura final, sob 
condigoes apropriadas. O primeiro grande agregado macromolecular que mostrou ser 
capaz de se associar espontaneamente a partir das suas partes constituintes foi o virus do 
mosaico do tabaco (TMV, tobacco mosaic virus). Esse virus e um longo bastonete, no qual 
um cilindro de proteina e arranjado em torno do centra helicoidal de RNA (Figura 3-29). 
Se o RNA dissociado e as subunidades proteicas sao misturados em solugao, eles se reas- 
sociam para formar particulas de virus completamente ativas. O processo de associagao 
e bastante complexo e inclui a formagao de aneis duplos de proteinas, que servem como 
intermediaries que se adicionam ao involucro viral em crescimento. 

Outro agregado macromolecular complexo que pode se associar novamente a par¬ 
tir de seus componentes e o ribossomo bacteriano. Essa estrutura e composta por cerca 
de 55 moleculas de proteinas diferentes e tres moleculas diferentes de RNA ribossomi- 
co (rRNA). Incubando uma mistura dos componentes individuais, sob condigoes apro¬ 
priadas, em um tubo de ensaio, eles reconstroem espontaneamente a estrutura original. 
Mais importante: tais reconstituigoes ribossomicas sao capazes de realizar a sintese de 
proteinas. Como esperado, a reassociagao de ribossomos segue uma trajetoria especi- 
fica: apos certas proteinas terem se ligado ao RNA, esse complexo e reconhecido por 
outras proteinas, e assim por diante, ate a estrutura estar completa. 

Ainda nao esta claro como alguns processos mais elaborados de associagao espon¬ 
tanea sao regulados. Muitas estruturas na celula, por exemplo, parecem ter um compri- 
mento precisamente definido, que, muitas vezes, e maior do que os seus componentes 
macromoleculares. A determinagao desse comprimento e, em muitos casos, um mis- 
terio. No caso mais simples, uma longa proteina central, ou outra macromolecula, for- 
nece o suporte que determina o comprimento da estrutura final. Esse e o mecanismo 
que determina o comprimento da particula de TMV, em que a cadeia de RNA fornece o 
suporte. De modo semelhante, acredita-se que uma proteina central que interage com os 
filamentos de actina determine a extensao desses filamentos nos miisculos. 





CAPlTULO 3 Protelnas 129 




Tres dimeros 


Dimeros 


livres 


Domfnio de projegao 

Domfnio de revestimento 


Brago conector 

Domfnio de ligagao ao RNA 


Dimeros livres 


Partfcula 

incompleta 




Partfcula viral 
intacta 
(90 dimeros) 


10 nm 


Figura 3-28 Estrutura de um virus esferico. 

Nos virus, diversas copias de uma unica subu- 
nidade proteica se associam para dar origem 
a um revestimento esferico (um capsfdeo). 

0 capsfdeo circunda o genoma viral, composto 
por RNA ou DNA (ver tambem Figura 3-27). 

Por razoes geometricas, nao mais do que 
60 subunidades identicas podem se juntar de 
forma precisamente simetrica. Se pequenas 
irregularidades sao permitidas, no entanto, 
mais subunidades podem ser usadas para 
produzir um grande capsfdeo que mantem a 
simetria icosaedrica. 0 virus bushy stunt do 
tomate (TBSV, tomato bushy stunt virus) mos- 
trado aqui, por exemplo, e um virus esferico 
com cerca de 33 nm de diametro, formado por 
180 copias identicas de uma protefna de capsf¬ 
deo com 386 aminoacidos, mais o genoma de 
RNA de 4.500 nucleotfdeos. Para formar esse 
grande capsfdeo, a protefna deve se encaixar 
em tres agregados ligeiramente distintos. Esse 
arranjo requer tres conformagoes distintas, 
como uma representada em cores diferentes 
na imagem. A via de formagao do capsfdeo e 
mostrada; a estrutura tridimensional precisa foi 
determinada por difragao de raios X. (Cortesia 
de Steve Harrison.) 


Fatores de associagao frequentemente auxiliam na formagao de 
estruturas biologicas complexas 


Nem todas as estruturas celulares que se mantem unidas por ligagoes nao covalentes 
sao capazes de se auto-organizar. Um cilio ou uma miofibrila de uma celula muscular, 
por exemplo, nao podem se formar espontaneamente a partir de uma solugao de seus 
componentes macromoleculares. Nesses casos, parte da informagao necessaria para a 
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Figura 3-29 Estrutura do virus do mosaico do tabaco (TMV). (A) Uma micrografia eletronica de uma 
partfcula viral, composta por uma unica molecula longa de RNA, envolvida por um involucro proteico cilfndrico 
formado por subunidades proteicas identicas. (B) Modelo mostrando parte da estrutura do TMV. Uma molecula 
de RNA de fita simples de 6.395 nucleotfdeos e empacotada em um involucro helicoidal de 2.130 copias de uma 
protefna de involucro com 158 aminoacidos. As partfculas infecciosas de virus podem se auto-organizar em um 
tubo de ensaio a partir do RNA e das moleculas proteicas purificadas. (A, cortesia de Robley Williams; B, cortesia 
de Richard J. Feldmann.) 
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Figura 3-30 Clivagem proteolitica na associagao da insulina. 0 hormonio polipeptfdico 
insulina nao pode se formar novamente de maneira espontanea e eficaz se suas ligagoes 
dissulfeto forem destruidas. Ele e sintetizado como uma grande proteina {proinsulina ) que e 
clivada por uma proteina proteolitica, apos a cadeia proteica ter se enovelado em uma confor- 
magao especifica. A remogao de parte da cadeia polipeptidica da proinsulina retira algumas 
das informagoes necessarias para que a proteina se enovele espontaneamente em sua confor- 
magao normal. Uma vez que a insulina tenha sido desnaturada e suas duas cadeias polipepti- 
dicas sejam separadas, a sua habilidade de associagao e perdida. 


associagao do complexo e fornecida por enzimas especiais e outras protemas que de- 
sempenham a fungao de moldes e atuam como fatores de associagao que guiam a cons- 
trugao, mas nao fazem parte da estrutura final organizada. 

Ate mesmo estruturas relativamente simples podem nao apresentar alguns dos in- 
gredientes necessarios para sua propria associagao. Na formagao de certos virus bacte- 
rianos, por exemplo, a cabega, que e composta de muitas copias de uma unica subunida- 
de proteica, e montada em um suporte temporario composto por uma segunda proteina 
que e produzida pelo virus. Pelo fato de a segunda proteina estar ausente da particula 
final do virus, a estrutura da cabega, uma vez dissociada, nao pode associar-se esponta¬ 
neamente. Outros exemplos sao conhecidos em que a clivagem proteolitica e uma etapa 
essencial e irreversivel no processo de associagao normal. E o caso de algumas pequenas 
associagoes de protemas, incluindo a proteina estrutural do colageno e do hormonio in¬ 
sulina (Figura 3-30). A partir desses exemplos relativamente simples, parece obvio que 
a formagao de uma estrutura tao complexa quanto um cilio envolvera o ordenamento 
temporal e espacial mediado por diversos outros componentes. 


SH SH 




SH SH 


Fibrilas amiloides podem ser formadas por diversas proteinas 

Uma classe especial de estruturas proteicas, utilizadas em algumas fungoes celulares nor- 
mais, tambem podem desencadear doengas humanas se nao forem controladas. Essas 
protemas sao agregados estaveis de folhas p capazes de se propagar, chamadas fibrilas 
amiloides. Essas fibrilas sao constituidas por uma serie de cadeias polipeptidicas iden- 
ticas dispostas umas sobre as outras, dando origem a uma camada continua de folhas p, 
com as fitas p apresentando orientagao perpendicular ao eixo da fibrila, compondo um 
filamento cruzado /3 (Figura 3-31). Em geral, centenas de monomeros irao se agregar for- 
mando uma estrutura fibrosa nao ramificada com diversos micrometros de comprimen- 
to e 5 a 15 nm de largura. Uma fragao surpreendentemente alta de protemas apresenta 
potencial para formar essas estruturas, pois os curtos segmentos da cadeia polipeptidica 
que compoem a estrutura central da fibrila podem apresentar uma variedade de sequen¬ 
ces de aminoacidos e podem seguir diferentes vias (Figura 3-32). No entanto, poucas 
protemas irao de fato formar essas estruturas no interior das celulas. 

Em organismos humanos normais, os mecanismos de controle de qualidade de pro¬ 
temas passam por um declinio na sua atividade conforme o organismo envelhece, permitin- 
do, ocasionalmente, que protemas normais formem agregados patologicos. Os agregados de 
protemas podem ser liberados de celulas mortas e se acumularem como amiloides na ma- 
triz extracelular. Em casos extremos, o acumulo dessas fibrilas amiloides no interior das ce¬ 
lulas pode levar a morte celular e causar danos nos tecidos. Como o cerebro e composto por 
um conjunto altamente organizado de celulas nervosas que nao se regeneram, ele se torna 
especialmente vulneravel a esse tipo de dano cumulativo. Portanto, embora as fibrilas ami¬ 
loides possam se formar em diferentes tecidos e sejam conhecidas como a causa de diversas 
patologias em diferentes locais do corpo, as patologias amiloides mais graves sao as doengas 
neurodegenerativas. Por exemplo, acredita-se que a formagao anormal de fibrilas amiloides 
altamente estaveis desempenhe papel central no mal de Parkinson e de Alzheimer. 

As doengas prionicas sao um tipo especial entre estas patologias. Essas patologias 
se tornaram notorias, pois diferentes do mal de Parkinson e de Alzheimer, as doengas cau- 
sadas por prions podem se disseminar de um organismo a outro, caso o segundo orga¬ 
nismo se alimente de tecidos contendo agregados de proteina. Um conjunto de doengas 
relacionadas - scrapie em ovelhas, doenga Creutzfeldt-Jakob (DCJ) em humanos, kuru em 
humanos e encefalopatia espongiforme bovina (EEB) no gado - sao todas causadas por 
agregados de uma forma mal enovelada de uma proteina especifica denominada PrP (pro- 
teina prionica). As PrPs estao normalmente localizadas na superficie externa da membra- 
na plasmatica, principalmente nos neuronios, e apresentam a propriedade indesejavel de 
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Figura 3-31 Estrutura detalhada da porgao central de uma fibrila amiloide. A figura mostra 
a regiao central de uma fibrila amiloide cruzada 0 composta por urn peptfdeo de sete aminoacidos 
da proteina Sup35, urn prion de leveduras estudado extensivamente. 0 peptideo e composto pela 
sequencia glicina-asparagina-asparagina-glutamina-glutamina-asparagina-tirosina (GNNQQNY), e 
sua estrutura foi determinada por cristalografia de difragao de raios X. Embora as regioes cruzadas 
beta de outras fibrilas amiloides sejam similares, compostas por duas longas folhas 0 mantidas uni- 
das por meio de "ziperes estruturais", detalhes estruturais distintos sao observados dependendo da 
sequencia de peptideos que compoem essas estruturas. (A) Metade dessa estrutura esta representa- 
da aqui. Uma estrutura de folha 0 tradicional (ver p. 116) e mantida unida por urn conjunto de liga- 
goes de hidrogenio entre duas cadeias laterais e ligagoes de hidrogenio entre dois atomos da cadeia 
principal, conforme ilustrado (atomos de oxigenio em vermelho, e atomos de nitrogenio em azul). 
Observe que, neste exemplo, peptideos adjacentes estao precisamente alinhados. Embora apenas 
cinco camadas estejam representadas (cada uma indicada por uma seta), a estrutura real se estende 
por diversas dezenas de milhares de camadas em urn mesmo piano. (B) Estrutura cruzada beta com- 
pleta. Uma segunda folha 0 identica e pareada a primeira, formando urn motivo estrutural de duas 
folhas que percorre todo o comprimento da fibra. (C) Visao superior da estrutura completa mostra- 
da em (B). As cadeias laterais intercaladas formam uma jungao de alta afinidade e sem moleculas de 
agua, chamadas d e ziperes estruturais. (Cortesia de David Eisenberg e Michael Sawaya, UCLA; ba- 
seado em R. Nelson et al.. Nature 435:773-778, 2005. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 

formar fibrilas amiloides que sao infecciosas por sua capacidade de converter moleculas 
corretamente enoveladas de PrP na sua forma patologica (Figura 3-33). Essa propriedade 
gera um ciclo de retroalimentagao positiva que propaga a forma anormal de PrP, chamada 
PrP*, e permite que a conformagao patologica se espalhe rapidamente de uma celula a 
outra no cerebro, provocando a morte. Pode ser perigoso comer os tecidos de animais que 
contem PrP*, como foi testemunhado recentemente pela disseminagao da BSE (popular- 
mente chamada de “doenga da vaca louca”) do gado para seres humanos. Felizmente, na 
ausencia de PrP*, e extraordinariamente dificil converter PrP em sua forma anormal. 

Uma forma relacionada de “hereditariedade unicamente proteica” tambem foi ob- 
servada em celulas de levedura. A possibilidade de estudar infecgoes proteicas em leve- 
dura permitiu a compreensao de outra caracteristica impressionante dos prions. Essas 
moleculas proteicas podem formar tipos distintos de fibrilas amiloides a partir de uma 
mesma cadeia polipeptidica. Alem disso, cada tipo de agregado pode ser infeccioso, for- 
gando as moleculas proteicas normais a adotarem o mesmo tipo de estrutura anormal. 
Assim, varias “linhagens” diferentes de particulas infecciosas podem surgir a partir de 
uma mesma cadeia polipeptidica. 



As estruturas amiloides podem desempenhar fungoes uteis nas 
celulas 

As fibrilas amiloides foram estudadas inicialmente por causarem doengas. No entanto, 
atualmente e sabido que o mesmo tipo de estrutura e empregado pelas celulas para fins 
uteis. As celulas eucarioticas, por exemplo, armazenam diferentes tipos de peptideos e hor- 



Figura 3-32 A estrutura de uma fibrila 
amiloide. (A) Diagrama esquematico da 
estrutura de uma fibrila amiloide formada 
pela agregagao de uma proteina. Apenas 
a estrutura central cruzada beta de uma 
fibrila amiloide lembra a estrutura mostra- 
da na Figura 3-31. (B) Corte longitudinal 
da estrutura proposta de uma fibrila ami¬ 
loide que pode ser formada em um tubo 
de ensaio pela enzima ribonuclease A, 
mostrando como o centro da fibrila - com¬ 
posto por um curto segmento da cadeia 
peptidica - esta relacionado com o restan- 
te da estrutura. (C) Micrografia eletronica 
de fibrilas amiloides. (A, de L. Esposito, C. 
Pedone e L. Vitagliano, Proc. Natl Acad. 

Sci. USA 103:11533-11538, 2006; B, de S. 
Sambashivan et al., Nature 437:266-269, 
2005; C, cortesia de David Eisenberg.) 
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Figura 3-33 Um tipo especial de agregados proteicos pode causar doengas 
prionicas. (A) Representagao esquematica de um tipo de alteragao conformacional 
de PrP (protefna prionica) que origina os componentes de uma fibrila amiloide. (B) A 
natureza autoinfecciosa do agregado de protefnas e uma caracterfstica essencial das 
doengas prionicas. A protefna PrP e bastante incomum, pois sua versao enovelada 
de forma inadequada, denominada PrP*, induz, por meio do contato, uma alteragao 
conformacional na protefna PrP normal, como ilustrado. 

monios proteicos que serao secretados por “granulos de secregao especializados” que es- 
tocam altas concentragoes de seu conteudo em regibes densas e de estrutura regular (ver 
Figura 13-65). Sabe-se que essas regioes organizadas sao compostas por fibrilas amiloi- 
des, que, neste caso, apresentam uma estrutura que induz a sua dissolugao e liberagao do 
seu conteudo soluvel apos a secregao pelo mecanismo de exocitose, no exterior da celula 
(Figura 3-34A). Diversas bacterias utilizam estruturas amiloides de uma forma diferente; 
secretando protemas que formam longas fibrilas amiloides que se projetam na face externa 
da celula e se ligam as celulas adjacentes, formando biofilmes (Figura 3-34B). Como esses 
biofilmes ajudam as bacterias a sobreviver em ambientes adversos (incluindo organismos 
humanos tratados com antibioticos), novos farmacos que rompem essas redes fibrosas 
compostas por protemas amiloides de bacterias sao bastante promissores para o tratamento 
de infecgoes em humanos. 

Diversas protefnas apresentam regioes de baixa complexidade 
capazes de formar "estruturas amiloides reversfveis" 

Ate recentemente, acreditava-se que essas estruturas amiloides com fungoes uteis esti- 
vessem confinadas no interior de vesiculas especializadas ou fossem expressas no espa- 
go extracelular, como indicado na Figura 3-34. No entanto, experimentos recentes reve- 
laram que um grande conjunto de dommios de baixa complexidade pode formar fibrilas 
amiloides com papeis funcionais no nucleo e no citoplasma das celulas. Esses dommios 
sao normalmente nao estruturados e sao compostos por segmentos de sequencias de ate 
centenas de aminoacidos, embora apresentem apenas um pequeno subconjunto dos 20 
aminoacidos diferentes. Diferentemente das fibrilas amiloides relacionadas a doengas 
mostradas na Figura 3-33, estas estruturas recem-descobertas sao mantidas por ligagoes 
covalentes fracas e se dissociam rapidamente em resposta a sinais - de onde deriva seu 
nome: estruturas amiloides reversweis. 

Diversas protemas com esses dommios tambem contem um diferente conjunto 
de dommios que se ligam de modo especifico a outas protemas ou a moleculas de RNA. 
Assim, a sua agregagao controlada em uma celula pode dar origem ao hidrogel que agru- 
pa essas e outras moleculas em estruturas densas chamadas corpos intracelulares, ou 


Figura 3-34 Duas fungoes normais das 
fibrilas amiloides. (A) Nas celulas eucarioticas, 
produtos proteicos podem ser armazenados 
em alta densidade em vesiculas de secregao ate 
que um sinal induza a liberagao do produto ar- 
mazenado por meio de exocitose. Por exemplo, 
protefnas e hormonios peptfdicos do sistema 
endocrino, como o glucagon e a calcitonina, 
sao armazenados de modo eficiente na forma 
de fibrilas amiloides curtas, que se dissociam 
quando liberadas no espago extracelular. 

(B) Bacterias produzem fibrilas amiloides na sua 
superffcie por meio da secregao de protefnas 
precursoras; essas fibrilas dao origem a biofil¬ 
mes que unem celulas bacterianas e ajudam a 
proteger um grande numero de celulas bacte¬ 
rianas individuals. 
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(A) 


(B) 


Figura 3-35 Medida da associagao entre estruturas "amiloides reversiveis". (A) Arranjo experimental. 

Os domfnios formadores de fibras das protefnas que contem domfnios de baixa complexidade sao produzidos em 
grandes quantidades pela clonagem das sequences de DNA que as codificam em plasmfdeos bacterianos de E. coli, 
permitindo a superprodugao destes domfnios (ver p. 483). Apos a purificagao destes domfnios utilizando cromato- 
grafia de afinidade, uma pequena gota de solugao concentrada de urn dos domfnios (neste exemplo, o domfnio FUS 
de baixa complexidade) e depositada em uma lamfnula de microscopia e passa pelo processo de gelificagao. 0 gel e 
entao coberto por uma solugao dilufda do domfnio de baixa complexidade da mesma protefna, ou de uma protefna 
diferente, ligado a urn marcador fluorescente, tornando o gel tambem fluorescente. Apos a substituigao da solugao 
proteica dilufda por tampao, e possfvel medir a forga relativa de ligagao entre os varios domfnios entre si pelo de- 
crescimo de fluorescencia, conforme indicado. (B) Resultados. 0 domfnio de baixa complexidade da protefna FUS se 
liga com maior afinidade a outras moleculas de FUS quando comparada a ligagao das protefnas hnRPAI e hnRPA2. 
Urn experimento independente revelou que essas tres protefnas diferentes de ligagao ao RNA se associam por meio 
da formagao de fibrilas amiloides mistas. (Adaptado de M. Kato et al., Cell 149: 753-767, 2012). 


granulos. Moleculas especificas de mRNA podem ser concentradas nesses granulos, 
onde sao armazenadas ate que sejam disponibilizadas por meio da dissociagao contro- 
lada das estruturas amiloides centrais que mantem essas moleculas unidas. 

Considere, por exemplo, a protefna FUS, uma protefna nuclear essencial que atua na 
transcrigao, processamento e transporte de moleculas especificas de mRNA. Mais de 80% 
dos dommios C-terminais dessas protefnas de 200 aminoacidos sao compostos por apenas 
quatro aminoacidos: glicina, serina, glutamina e tirosina. Esse domfnio de baixa comple¬ 
xidade se liga a diversos outros dommios que se ligam a moleculas de RNA. Em concentra- 
goes altas o suficiente, em tubos de ensaio, essas protefnas formam um hidrogel que ira se 
associar com ele mesmo ou com os dommios de baixa complexidade de outras protefnas. 
Conforme ilustrado no experimento descrito na Figura 3-35, embora dommios de baixa 
complexidade distintos possam se ligar uns aos outros, as interagoes homotfpicas pare- 
cem ter maior afinidade (e os dommios FUS de baixa complexidade se ligam com maior 
afinidade entre si). Experimentos adicionais revelaram que tanto as ligagoes homotfpicas 
quanto as heterotfpicas sao mediadas pela estrutura central de folha (3 das fibrilas amiloi¬ 
des, e que estas estruturas se ligam a outros tipos de sequencias repetitivas, conforme ilus¬ 
trado na Figura 3-36. Varias dessas interagoes parecem ser controladas pela fosforilagao 
da cadeia lateral do aminoacido serina em uma ou ambas as moleculas que interagem. No 
entanto, ainda ha muito a aprender acerca destas estruturas recem-descobertas e os varios 
papeis que desempenham na biologia celular das celulas eucarioticas. 



Protefna com domfnios 
de baixa complexidade 



Estrutura 
central 
cruzada 
beta fraca 

Sftios de ligagao 
para outras protefnas 
com sequencias 
repetidas ou para 
moleculas de RNA 


Figura 3-36 Um dos tipos de comple- 
xo formado por estruturas amiloides 
reversiveis. A estrutura representada se 
baseia em interagoes observadas entre a 
RNA-polimerase e domfnios de baixa com¬ 
plexidade de uma protefna que regula a 
transcrigao do DNA. (Adaptado de I. Kwon 
et al.. Cell 155:1049-1060, 2013.) 
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Resumo 

A sequencia de aminoacidos de uma protema define a sua conformagao tridimensional 
Inter ago es nao covalentes entre partes distintas da cadeia polipeptidica estabilizam a es- 
trutura enovelada. Os aminoacidos com cadeias laterais hidrofobicas tendem a se agru- 
par no interior da molecula, e as ligagdes de hidrogenio locais entre ligagdes peptidicas 
adjacentes originam a-helices efolhas /3. 

Regioes das sequencias de aminoacidos conhecidas como dommios sao as unidades 
modulares que compoem muitas das proteinas. Esses dommios geralmente contem entre 
40 e 350 aminoacidos, frequentemente enovelados em uma estrutura globular. As proteinas 
pequenas em geral contem somente um dommio, enquanto grandes proteinas saoformadas 
por varios dommios ligados uns aos outros por segmentos de cadeia polipeptidica de extensao 
variada, alguns relativamente desordenados. Conforme as proteinas evoluiram, os dommios 
foram modificados e combinados com outros dommios paraformar diversas novas proteinas. 

As proteinas sao unidas em grandes estruturas pelas mesmasforgas nao covalentes 
que determinam seu enovelamento. As proteinas com sitios de ligagao para as suas proprias 
superficies podem associar-se em dimeros, em aneis fechados, em capsulas esfericas ou em 
polimeros helicoidais. A fibrila amiloide e uma longa estrutura nao ramificada formada 
pela agregagao repetida defolhas 18. Embora algumas misturas de proteinas e acidos nuclei- 
cos possam se associar de forma espontanea em estruturas complexas em um tubo de ensaio, 
nem todas as estruturas de uma celula sao capazes de se associarem espontaneamente apos 
a dissociagao de suas subunidades, pois diversos processos de organizagao biologica envol- 
vemfatores de associagao que nao estao presentes na estrutura final do complexo. 

FUNgAO DAS PROTEINAS 

Temos observado que cada tipo de protema consiste em uma sequencia de aminoacidos 
precisa que permite o seu enovelamento em uma forma ou conformagao tridimensional 
particular. Mas as proteinas nao sao rigidas. Elas podem ter partes moveis, cujos meca- 
nismos de agao sao acoplados a eventos quimicos. Essa combinagao de propriedades 
quimicas e movimento e o que confere as proteinas a extraordinaria capacidade de sus- 
tentar os processos dinamicos das celulas vivas. 

Nesta segao, explicaremos como as proteinas se ligam a outras moleculas selecio- 
nadas e como suas atividades dependem dessa ligagao. Mostraremos que a habilidade 
de uma molecula de se ligar a outras capacita as proteinas a agirem como catalisadoras, 
receptoras de sinais, ativadoras ou inibidoras, proteinas motoras ou mimisculas bombas. 
Os exemplos discutidos neste capitulo nao esgotam as vastas propriedades funcionais 
das proteinas. Voce encontrara as fungoes especializadas de muitas proteinas em outros 
trechos deste livro, com base em principios similares. 

Todas as proteinas ligam-se a outras moleculas 

As propriedades biologicas de uma molecula proteica dependem de suas interagoes fisi- 
cas com outras moleculas. Assim, os anticorpos ligam-se aos virus ou as bacterias como 
um sinal para sua destruigao; a enzima hexocinase liga-se a glicose e a adenosina trifos- 
fato (ATP) para catalisar uma reagao entre eles; as moleculas de actina, ligam-se umas 
as outras para formar um filamento de actina e assim por diante. Na verdade, todas as 
proteinas grudam-se ; ou ligam-se , a outras moleculas. Em alguns casos, essa ligagao e 
muito forte; em outros, ela e fraca e muito breve. No entanto, a ligagao sempre apresenta 
alta especificidade, o que significa que cada molecula de protema pode ligar apenas uma, 
ou algumas poucas moleculas, entre os muitos milhares de diferentes tipos de moleculas 
que ela encontra. A substancia que se liga a uma protema - seja ela um ion, uma molecu¬ 
la pequena ou uma macromolecula - e chamada de ligante daquela protema (da palavra 
em latim ligare , significando "ligar”). 

A habilidade de uma protema de se ligar seletivamente e com alta afinidade a um 
ligante depende da formagao de um conjunto de ligagoes fracas nao covalentes - liga- 
goes de hidrogenio, atragoes eletrostaticas e de van der Waals - alem das interagoes hi- 
drofobicas favoraveis (ver Painel 2-3, p. 94-95). Devido ao fato de cada ligagao individual 
ser fraca, uma interagao efetiva ocorre apenas quando muitas ligagoes fracas sao forma- 
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Figura 3-37 Ligagao seletiva de uma 
proteina a uma outra molecula. 

Muitas ligagoes fracas sao necessarias 
para possibilitar que uma proteina se ligue 
fortemente a uma segunda molecula, ou 
ligante. Urn ligante deve, portanto, encai- 
xar-se precisamente ao sitio de ligagao da 
proteina, como uma mao em uma luva, de 
modo que urn grande numero de ligagoes 
nao covalentes se forme entre a proteina e 
o ligante. (A) Representagao esquematica; 
(B) modelo de preenchimento espacial. 
(Codigo PDB: 1G6N.) 


das simultaneamente. Uma ligagao somente e possivel se a superficie de contorno da 
molecula do ligante se ajusta muito precisamente a proteina, encaixando-se nela como 
uma mao em uma luva (Figura 3-37). 

A regiao de uma protema que se associa com um ligante, conhecida como sitio de 
ligagao do ligante, normalmente consiste em uma cavidade na superficie da protema, for- 
mada por um arranjo particular de aminoacidos. Esses aminoacidos podem pertencer 
a regioes diferentes da cadeia polipeptidica que sao aproximadas quando a protema se 
enovela (Figura 3-38). Regioes independentes na superficie da protema geralmente for- 
mam sitios de ligagao para diferentes ligantes, permitindo que a atividade da protema seja 
regulada, como veremos adiante. Outras partes da protema podem servir como um me- 
canismo para posicionar a protema em uma localizagao particular na celula - um exem- 
plo e o dominio SH2 discutido anteriormente, que frequentemente desloca a protema 
que o contem para locais intracelulares particulares, em resposta a sinais especificos. 

Apesar de os atomos localizados no interior de uma protema nao terem contato di- 
reto com o ligante, eles formam a estrutura que fornece a superficie seu contorno e suas 
propriedades quimicas mecanicas. Ate mesmo pequenas mudangas nos aminoacidos 
no interior de uma molecula de protema podem mudar sua forma tridimensional o bas- 
tante para destruir o seu sitio de ligagao na superficie. 

A conformagao da superficie de uma proteina determina a sua 
qufmica 

As impressionantes capacidades quimicas das proteinas frequentemente requerem que 
grupos quimicos presentes na sua superficie interajam para potencializar a reatividade 
quimica de uma ou mais cadeias laterais de aminoacidos. Essas interagoes pertencem a 
duas categorias principais. 


Figura 3-38 Sitio de ligagao de uma 
proteina. (A) 0 enovelamento de 
uma cadeia polipeptidica em geral cria 
uma fenda, ou uma cavidade, na superficie 
da proteina. Essa cavidade contem um con- 
junto de cadeias laterais de aminoacidos 
dispostas de tal maneira que possam fazer 
ligagoes nao covalentes somente com li¬ 
gantes especificos. (B) Uma visao detalhada 
de um sitio de ligagao mostrando as liga¬ 
goes de hidrogenio e as interagoes ionicas 
formadas entre a proteina e o seu ligante. 
Neste exemplo, o ligante e uma molecula 
de AMP ciclico. 


Cadeias laterais 
de aminoacidos 



| ENOVELAMENTO 
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Figura 3-39 Aminoacido reativo 
incomum no sitio ativo de uma enzi- 

ma. Este exemplo e a "trfade catalitica" 
Asp-His-Ser encontrada na quimiotripsina, 
na elastase e em outras serinas-protease 
(ver Figura 3-12). A cadeia lateral do acido 
aspartico (Asp) induz a histidina (His) a 
remover o proton de uma serina (Ser) 
espedfica. Isso leva a serina a formar uma 
ligagao covalente com o substrato da enzi- 
ma, hidrolisando uma ligagao peptidica. 

As diversas superficies da cadeia polipepti- 
dica foram omitidas aqui. 


Primeiro, a interagao de partes vizinhas da cadeia polipeptidica pode restringir o 
acesso de moleculas de agua a um sitio de ligagao de um ligante da protema. Como as 
ligagoes de hidrogenio formadas rapidamente com as moleculas de agua podem compe- 
tir com os ligantes nos sitios de ligagao da superficie das protemas, um ligante ira formar 
ligagoes de hidrogenio (e interagoes eletrostaticas) de maior afinidade com a protema se 
as moleculas de agua forem excluidas. Pode ser dificil imaginar um mecanismo que ex- 
clua uma molecula tao pequena como a agua da superficie de uma protema sem afetar o 
acesso do ligante a ela. No entanto, pela forte tendencia que as moleculas de agua tern de 
formar ligagoes de hidrogenio entre si, elas estao presentes formando uma grande rede 
de ligagoes de hidrogenio (ver Painel 2-2, p. 92-93). De fato, uma protema pode manter 
seu sitio de interagao com um ligante sem moleculas de agua por meio do aumento da 
reatividade deste sitio, pois se torna energeticamente desfavoravel para as moleculas de 
agua se dissociar da sua rede ligagoes, um requisito que deve ser cumprido para que ela 
interaja com a superficie de uma protema. 

Segundo, o agrupamento de cadeias laterais de aminoacidos polares vizinhos 
pode alterar suas reatividades. Se um numero de cadeias laterais carregadas negativa- 
mente e forgado contra suas repulsoes mutuas pelo modo como as protemas se enove- 
lam, por exemplo, a afinidade do sitio por um ion carregado positivamente e bastante 
aumentada. Alem disso, quando as cadeias laterais dos aminoacidos interagem umas 
com as outras por meio de ligagoes de hidrogenio, normalmente os grupos laterais nao 
reativos (como o -CH 2 OH na serina, mostrado na Figura 3-39) podem se tornar reativos, 
permitindo que sejam utilizados para formar ou romper ligagoes covalentes especificas. 

A superficie de cada molecula de protema tern, desse modo, uma reatividade qui- 
mica unica, que depende nao somente de quais cadeias laterais de aminoacidos estao 
expostas, mas tambem de suas orientagoes exatas em relagao umas as outras. Por essa 
razao, mesmo duas conformagoes um pouco diferentes da mesma molecula de protema 
podem diferir muito em sua quimica. 


Comparagoes entre as sequencias de proteinas pertencentes a 
uma mesma familia destacam sitios cruciais de ligagao a ligantes 

Como descrito anteriormente, as sequencias genomicas nos permitiram agrupar muitos 
dos dommios proteicos em familias de protemas que mostram evidencias claras da sua 
evolugao a partir de um ancestral comum. As estruturas tridimensionais de membros 
de uma mesma familia de dommios sao notavelmente similares. Por exemplo, mesmo 
quando a identidade da sequencia de aminoacido diminui para 25%, os atomos da ca¬ 
deia principal em um dominio podem manter um enovelamento proteico comum a 
0,2 nanometro (2 A ) de diferenga entre eles. 

Podemos utilizar um metodo chamado de tragado evolutivo para identificar 
aqueles sitios em um dominio de protema que sao mais cruciais para o funcionamento 
do dominio. Os sitios que medeiam a ligagao a outras moleculas tern maior probabi- 
lidade de serem conservados sem alteragoes ao longo da evolugao dos organismos. 
Assim, nesse metodo, os aminoacidos que sao inalterados, ou quase inalterados, em 
todos os membros conhecidos da familia de protemas sao mapeados em um modelo 
da estrutura tridimensional de um membro da familia. Quando isso e feito, as posigoes 
menos variaveis formam, normalmente, um ou mais agrupamentos na superficie da 
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Fosfotirosina 


(A) FRENTE 


VERSO 


(B) FRENTE 


proteina, como ilustrado na Figura 3-40A para o dominio SH2, descrito anteriormen- 
te (ver Figura 3-6). Esses arranjos geralmente correspondem aos sitios de ligagao dos 
ligantes. 

O dominio SH2 atua como um elo de ligagao entre duas protemas, mantendo-as 
unidas. Ele liga a proteina que o contem a uma segunda proteina contendo uma cadeia 
lateral de tirosina fosforilada em um contexto especifico de sequencia de aminoacidos, 
como mostrado na Figura 3-40B. Os aminoacidos localizados no sitio de ligagao para 
o polipeptideo fosforilado sofreram as mudangas mais lentas durante o longo processo 
evolutivo que produziu a grande familia SH2 de dommios de reconhecimento de pep- 
tideos. Mutagoes sao um processo aleatorio, a sobrevivencia nao e. Portanto, a selegao 
natural (mutagoes aleatorias seguidas pela sobrevivencia nao aleatoria) induz a conser- 
vagao de sequencias pela eliminagao dos organismos cujos dommios SH2 foram modifi- 
cados de modo a inativar o sitio SH2 de ligagao, destruindo sua fungao. 

O sequenciamento de genomas revelou um grande rnimero de protemas cujas fun- 
goes sao desconhecidas. Uma vez que a estrutura tridimensional de um membro de uma 
familia de protemas tenha sido determinada, a propriedade do tragado evolutivo permi- 
te que os biologos identifiquem os sitios de ligagao dos membros da familia, provendo 
informagoes importantes para decifrar a fungao dessas protemas. 

As proteinas ligam-se umas as outras por diversos tipos de 
interfaces 

As proteinas podem se ligar a outras proteinas de multiplas maneiras. Em muitos casos, 
uma parte da superficie de uma proteina entra em contato com uma alga estendida da 
cadeia polipeptidica de uma segunda proteina (Figura 3-41A). Tais interagoes superfi- 
cie-cadeia, por exemplo, permitem ao dominio SH2 reconhecer uma alga de polipepti¬ 
deo fosforilado em uma segunda proteina, como descrito anteriormente, ou capacitar 
uma proteina-cinase a reconhecer as proteinas que ela ira fosforilar (ver a seguir). 

Um segundo tipo de interface proteina-proteina e formado quando duas a-helices, 
uma de cada proteina, pareiam-se para formar uma super-helice (Figura 3-41B). Esse 
tipo de interface proteica e encontrado em muitas familias de protemas reguladoras de 
genes, como discutido no Capitulo 7. 



Alga da cadeia 
Su 


(A) SUPERFICIE-CADEIA 



Figura 3-40 Metodo do tragado evolu¬ 
tivo aplicado ao dominio SH2. 

(A) Visualizagao frontal e do verso do 
modelo de preenchimento espacial do 
dominio SH2, com os aminoacidos evo- 
lutivamente conservados da superficie 
da proteina coloridos em amarelo, e os 
aminoacidos mais internos coloridos em 
vermelho. (B) A estrutura de um dominio 
SH2 especifico, com seu substrato polipep- 
tidico ligado. Aqui, aqueles aminoacidos 
localizados a 0,4 nm do ligante associado 
a proteina estao coloridos em azul. Os dois 
principals aminoacidos do ligante estao 
em amarelo, e os demais estao em roxo. 
Observe o alto grau de correspondence 
entre (A) e (B). (Adaptada de 0. Lichtarge, 
H.R. Bourne e F.E. Cohen, J. Mol. Biol. 
257:342-358, 1996. Com permissao de 
Elsevier; Codigos PDB: 1SPR, ISPS.) 


Figura 3-41 Tres maneiras pelas quais 
duas proteinas podem se ligar uma a 
outra. Somente as regioes que interagem 
nas proteinas sao mostradas. (A) Uma 
superficie rigida de uma proteina pode 
se ligar a uma alga estendida da cadeia 
polipeptidica de uma segunda proteina. 

(B) Duas a-helices podem se ligar para for¬ 
mar uma super-helice. (C) Duas superficies 
rigidas complementares frequentemente 
ligam duas proteinas. As interagoes de 
ligagao tambem podem ocorrer pelo 
pareamento de duas fitas (3 (ver, p. ex., 
Figura 3-18). 
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Figura 3-42 Uma molecula de anti- 
corpo. Uma molecula tipica de anticorpo 
tern a forma de "Y", e dois sftios de liga¬ 
gao identicos para seu antigeno, urn em 
cada brago do "Y". Como explicado no 
Capitulo 24, a proteina e composta por 
quatro cadeias polipeptidicas (duas cadeias 
pesadas identicas e duas cadeias leves 
menores e tambem identicas) mantidas 
unidas por ligagoes dissulfeto. Cada cadeia 
e composta por varios domfnios diferen- 
tes de imunoglobulinas, aqui mostrados 
em azul ou cinza. 0 sftio de ligagao do 
antigeno e formado pela aproximagao do 
dominio variavel de uma cadeia pesada 
(V H ) e do dominio variavel de uma cadeia 
leve (V L ). Esses sao os domfnios que mais 
diferem nas suas sequences e nas suas 
estruturas entre os diferentes anticorpos. 
Na extremidade de cada urn dos dois bra- 
gos de uma molecula de anticorpo, estes 
dois domfnios formam algas de ligagao aos 
antigenos (ver Animagao 24.5). 


A forma mais comum de as protemas interagirem, contudo, da-se pela combina- 
gao precisa de uma superficie rigida com outra (Figura 3-41 C). Tais interagoes podem 
ser muito fortes, uma vez que um grande mimero de ligagoes fracas pode se formar entre 
duas superficies afins. Pela mesma razao, as interagoes superficie-superficie podem ser 
extremamente especificas, capacitando uma proteina a selecionar apenas uma combi- 
nagao entre milhares de protemas encontradas em uma celula. 

Os sftios de ligagao dos anticorpos sao especialmente versateis 

Todas as protemas precisam se associar a ligantes especificos para efetuar as suas varias 
fungoes. A familia dos anticorpos e notavel pela capacidade de formar ligagoes fortes 
altamente seletivas (discutido em detalhes no Capitulo 24). 

Os anticorpos, ou imunoglobulinas, sao protemas produzidas pelo sistema imuno- 
logico em resposta a moleculas estranhas, como aquelas presentes na superficie de mi- 
crorganismos invasores. Cada anticorpo liga-se a uma molecula-alvo particular de manei- 
ra extremamente forte, inativando a molecula-alvo diretamente ou marcando-a para ser 
destruida. Um anticorpo reconhece seu alvo (chamado de antigeno) com notavel espe- 
cificidade. Como possivelmente existam bilhoes de diferentes antigenos que os humanos 
podem encontrar, temos que ser capazes de produzir bilhoes de anticorpos diferentes. 

Os anticorpos sao moleculas em forma de “Y” com dois sitios de ligagao identicos, 
complementares a uma pequena porgao da superficie da molecula de antigeno. Um exa- 
me detalhado do sitio de ligagao de antigeno nos anticorpos revela que eles sao formados 
por diversas algas de cadeias polipeptidicas que sobressaem das extremidades de um par 
de dominios proteicos justapostos (Figura 3-42). Diferentes anticorpos geram uma enor- 
me diversidade de sitios de ligagao de antigenos pela alteragao apenas do comprimento e 
da sequencia de aminoacidos nessas algas sem alterar a estrutura proteica basica. 

As algas desse tipo sao ideais para “segurar” outras moleculas. Elas permitem que 
um grande mimero de grupos quimicos envolva um ligante para que a proteina possa se 
ligar a esse ligante por meio de muitas ligagoes fracas. Por essa razao, as algas frequente- 
mente formam sitios de ligagao nas protemas. 

A constante de equilfbrio mede a forga de ligagao 

As moleculas na celula frequentemente se encontram devido aos seus continuos movi- 
mentos termicos aleatorios. Duas moleculas que colidem com superficies fracamente 
complementares formam ligagoes nao covalentes uma com a outra, e as duas dissociam- 
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As superficies das moleculas A e B e 
A e C tem baixa complementariedade 
e sao capazes de formar apenas 
poucas ligagoes fracas, e a agitagao 
termica rapidamente rompe essas 
ligagoes 


As superficies das moleculas A e D 
sao complementares e podem, portanto, 
formar um numero suficiente de 
ligagoes fracas que nao podem ser 
rompidas pela agitagao termica, as 
moleculas permanecem ligadas uma 
a outra 


-se tao rapidamente quanto colidiram. Em outro extremo, quando muitas ligagoes nao 
covalentes sao formadas entre duas moleculas que colidem, a associagao pode persistir 
por um longo periodo (Figura 3-43). Interagoes fortes ocorrem na celula sempre que 
uma fungao biologica requer que as moleculas permanegam associadas por um logo 
periodo de tempo - por exemplo, quando um grupo de RNA e moleculas proteicas se 
associam para formar uma estrutura subcelular, como o ribossomo. 

Podemos medir a forga com que duas moleculas quaisquer se ligam uma a outra. 
Por exemplo, considere uma populagao de moleculas de anticorpos identicos que repen- 
tinamente encontra uma populagao de ligantes que se difundem no meio fluido que os 
circunda. Em intervalos frequentes, uma das moleculas de ligante ira colidir com o sitio de 
ligagao de um anticorpo e formara um complexo anticorpo-ligante. A populagao de com- 
plexos anticorpo-ligante consequentemente aumentara, mas nao de forma indefinida: 
com o tempo, um segundo processo, em que os complexos individuals se desfazem devido 
ao movimento termicamente induzido, tornar-se-a cada vez mais importante. Eventual- 
mente, qualquer populagao de moleculas de anticorpos e ligantes atingira o estado esta- 
cionario, ou equilibrio, no qual o numero de eventos de ligagao (associagoes) por segundo 
e precisamente igual ao numero de eventos de separagao (dissociagao) (ver Figura 2-30). 

A partir das concentragoes de ligante, anticorpos e complexos anticorpo-ligante 
em equilibrio, podemos calcular a forga de ligagao - a constante de equilibrio ( K ) - 
(Figura 3-44A). Essa constante e descrita em detalhes no Capitulo 2, onde a sua relagao com 
a diferenga de energia livre foi descrita (ver p. 62). A constante de equilibrio para uma reagao 
em que duas moleculas (A e B) ligam-se uma a outra para formar um complexo (AB) tem 
unidade de litros/mol, e metade dos sitios de ligagao estarao ocupados pelo ligante quan- 




Dissociagao 
A B -A + B 


Constante 

Taxa de dissociagao = da taxa de 
dissociagao 

Taxa de dissociagao = /c 0 ff [AB] 


, Concentragao 
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Associagao 

A + B -- A B 
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laxaae associagao- da taxa de x de A de B 

associacao 


d 

Taxa de associagao = k ( 

m- 


associagao 
'' [A] [B] 


EM EQUILIBRIO: 

Taxa de associagao = Taxa de dissociagao 

k Q n [A] [B] = k of f [AB] 
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- =- = K = Constante de equilibrio 
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(A) 


A relagao entre as diferengas 
de energia livre padrao 
(AG°) e as constantes 
de equilibrio (37°C) 


Constante de 
equilibrio 


Diferenga 
de energia 
livre padrao 


= K 


[AB] 
[A][B] 
(litros/mol) 


de AB menos 
a energia 
livre de A + B 
(kJ/mol) 


1 

0 

10 

-5,9 

10 2 

-11,9 

10 3 

-17,8 

10 4 

-23,7 

10 5 

-29,7 

10 6 

-35,6 

10 7 

-41,5 

10 8 

-47,4 

10 9 

-53,4 

10 10 

-59,4 


(B) 


Figura 3-43 Como ligagoes nao covalentes 
conseguem mediar as interagoes entre ma- 
cromoleculas (ver Animagao 2.1). 


Figura 3-44 A relagao entre a diferenga de 
energia livre padrao (AG°) e a constante de 
equilibrio (K). (A) 0 equilibrio entre as mole¬ 
culas A e B e o complexo AB e mantido por um 
equilibrio entre as duas reagoes opostas mostra- 
das nos paineis 1 e 2. As moleculas A e B pre- 
cisam colidir para reagir, e a taxa de associagao 
e, portanto, proporcional ao produto de suas 
concentragoes individuals [A] x [B], (Os colche- 
tes indicam concentragoes.) Como mostrado no 
painel 3, a razao entre as constantes das taxas 
de associagao e de dissociagao das reagoes e 
igual a constante de equilibrio (K) da reagao 
(ver tambem p. 63). (B) A constante de equili¬ 
brio mostrada no painel 3 corresponde a reagao 
A + B AB, e e maior do que a ligagao entre 
A e B. Observe que para cada decrescimo de 
5,91 kJ/mol na energia livre ocorre um aumento 
de fator 10 na constante de equilibrio a 37°C. 

A constante de equilibrio aqui tem suas 
unidades dadas em litros/mol: para ligagoes 
simples tambem e chamada de constante de 
afinidade ou constante de associagao, K a . 

A reciproca da K a e chamada de constante de 
dissociagao, K d (em unidades de mol/litro). 
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Considere que 1.000 moleculas A e 
1.000 moleculas B estejam presentes 
em uma celula eucariotica. A 
concentragao de ambas e de 
aproximadamentelO -9 M. 

Se a constante de equilfbrio ( K ) para 
A + B^AB for igual a 10 10 , e possivel 
calcular que, no equilfbrio, existam 

270 270 730 

moleculas moleculas moleculas 
A B AB 

Se a constante de equilfbrio for um 
pouco mais fraca, igual a 10 8 , o que 
representa uma perda de 11,9 kJ/mol 
na energia de ligagao do exemplo 
anterior, ou 2-3 vezes menos ligagoes 
de hidrogenio, existirao 

915 915 85 

moleculas moleculas moleculas 
A B AB 


Figura 3-45 Pequenas alteragoes no 
numero de ligagoes fracas podem 
ter efeitos drasticos na interagao de 
ligagao. Este exemplo ilustra o efeito 
drastico da presenga ou ausencia de pou- 
cas ligagoes nao covalentes fracas em um 
contexto biologico. 


do a concentragao de ligante (em litros/mol) alcangar um valor igual a l/K. A constante de 
equilibrio e maior quanto maior for a forga de ligagao, sendo uma medida direta da diferen- 
ga de energia livre entre os estados ligado e livre (Figura 3-44B). Mesmo uma mudanga de 
poucas ligagoes nao covalentes pode ter um efeito profundo na interagao de ligagao, como 
mostrado pelo exemplo na Figura 3-45. (Observe que a constante de equilibrio, como defi- 
nida aqui, tambem e conhecida como constante de associagao ou de afinidade, K a .) 

Usamos o caso de um anticorpo ligando-se ao seu ligante para ilustrar o efeito da 
forga de ligagao no estado de equilibrio, mas os mesmos principios se aplicam a qual- 
quer proteina e seu ligante. Muitas proteinas sao enzimas que, como discutiremos agora, 
primeiramente ligam-se aos seus ligantes e depois catalisam a quebra ou a formagao de 
ligagoes covalentes nessas moleculas. 

As enzimas sao catalisadores poderosos e altamente especfficos 

Muitas proteinas podem realizar suas fungoes simplesmente pela ligagao a outra molecu- 
la. Uma molecula de actina, por exemplo, somente precisa se associar a outras moleculas 
de actina para formar um filamento. Ha outras proteinas, contudo, nas quais a ligagao 
do ligante e somente a primeira etapa necessaria nas suas fungoes. Esse e o caso de uma 
grande e importante classe de proteinas chamadas de enzimas. Como descrito no Capi- 
tulo 2, as enzimas sao moleculas extraordinarias que realizam as transformagoes quimi- 
cas que formam ou quebram ligagoes covalentes nas celulas. Elas ligam um ou mais li¬ 
gantes, chamados de substratos, e os convertem em um ou mais produtos quimicamente 
modificados, fazendo isso, muitas vezes, com uma rapidez incrivel. As enzimas aceleram 
reagoes, frequentemente por fatores de milhoes de vezes ou mais, sem que elas proprias 
sejam modificadas - isto e, elas agem como catalisadores que permitem as celulas fazer 
e desfazer ligagoes covalentes de forma controlada. E a catalise por enzimas de conjuntos 
organizados de reagoes quimicas que cria e mantem uma celula, tornando a vida possivel. 

Podemos agrupar as enzimas em classes funcionais que realizam reagoes qui¬ 
micas similares (Tabela 3-1). Cada tipo de enzima dessas classes e altamente espe- 


Alguns tipos comuns de enzimas 

Enzima Reagao catalisada 

Hidrolases 

Termo geral para enzimas que catalisam reagoes de clivagem hidrolitica; nucleases e proteases sao 
nomes mais especfficos para subclasses dessas enzimas. 

Nucleases 

Clivam de acidos nucleicos pela hidrolise das ligagoes entre os nucleotideos. Endonucleases 
e exonucleases clivam acidos nucleicos no interior e a partir das extremidades de cadeias 
polinucleotidicas, respectivamente. 

Proteases 

Clivam de proteinas pela hidrolise das ligagoes entre os aminoacidos. 

Sintases 

Sintetizam moleculas em reagoes anabolicas pela condensagao de duas moleculas menores. 

Ligases 

Unem (ligam) duas moleculas em um processo dependente de energia. A DNA-ligase, p. ex., une 
duas moleculas de DNA por suas extremidades por ligagoes fosfodiester. 

Isomerases 

Catalisam o rearranjo das ligagoes de uma unica molecula. 

Polimerases 

Catalisam reagoes de polimerizagao como a sfntese de DNA e RNA. 

Cinases 

Catalisam a adigao de grupos fosfato a moleculas. Protefnas-cinase sao um importante grupo de 
cinases, que ligam grupos fosfato a proteinas. 

Fosfatases 

Catalisam a remogao hidrolitica de grupos fosfatos de uma molecula. 

Oxidorredutases 

Nome generico para enzimas que catalisam reagoes em que uma molecula e oxidada enquanto 
outra e reduzida. Enzimas desse tipo sao frequentemente chamadas pelo nome mais especffico de 
oxidases, redutases ou desidrogenases. 

ATPases 

Hidrolisam ATP. Muitas proteinas com ampla gama de fungoes apresentam atividade de ATPase, 
como parte de suas fungoes; p. ex., proteinas motoras, como miosina e proteinas de transpose da 
membrana, como a bomba de sodio e potassio. 

GTPases 

Hidrolisam GTP A grande famflia de proteinas de ligagao ao GTP sao GTPases com papeis essenciais 
na regulagao de processos celulares. 


Os nomes das enzimas tipicamente terminam com "ase", com excegao de algumas enzimas, como pepsina, tripsina, trombina e lisozima, que foram descober- 
tas e nomeadas antes da convengao ser amplamente aceita no final do seculo XIX. 0 nome comum de uma enzima em geral indica o seu substrato ou produto, 
e a natureza da reagao catalisada. Por exemplo, citrato sintase catalisa a sfntese de citrato por uma reagao entre acetil-CoA e oxalacetato. 
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cifico, catalisando apenas um unico tipo de reagao. Assim, a hexocinase adiciona um 
grupo fosfato a D-glicose, mas ignorara seu isomero optico L-glicose; a enzima da 
coagulagao sangumea, a trombina, quebra a cadeia de apenas um tipo de protema 
do sangue, entre um residuo particular de arginina e uma glicina adjacente, e em ne- 
nhum outro lugar. Como discutido em detalhes no Capitulo 2, as enzimas trabalham 
em conjunto, sendo que o produto de uma enzima e o substrato para a enzima seguin- 
te. 0 resultado disso e uma elaborada rede de vias metabolicas que suprem a celula 
com energia e geram as muitas moleculas, grandes ou pequenas, de que uma celula 
precisa (ver Figura 2-63). 


Figura 3-46 Cinetica enzimatica. A ve- 

locidade da reagao enzimatica (V) aumen- 
ta com o aumento da concentragao do 
substrato ate que um valor maximo (\/ max ) 
seja atingido. Nesse ponto, todos os sftios 
de ligagao do substrato nas moleculas de 
enzima estao totalmente ocupados, e a 
velocidade da reagao e limitada pela velo- 
cidade do processo catalftico na superffcie 
da enzima. Para a maioria das enzimas, 
a concentragao de substrato em que a 
velocidade de reagao e a metade da velo¬ 
cidade maxima (KJ fornece uma medida 
direta da forga de ligagao do substrato, 
sendo que um valor alto de K w correspon- 
de a uma ligagao fraca. 


A ligagao do substrato e a primeira etapa na catalise enzimatica 

Para uma protema que catalisa uma reagao quimica (uma enzima), a ligagao de cada 
molecula de substrato a protema e uma etapa essencial. No caso mais simples, se cha- 
mamos a enzima de E, o substrato de S, e o produto de P, o caminho basico da reagao e 
E + S -> ES -> EP -> E + P. Ha um limite para a quantidade de substrato que uma unica mo¬ 
lecula de enzima pode processar em um dado tempo. Embora o aumento da concentra¬ 
gao de substrato aumente a velocidade com a qual o produto e formado, essa velocidade 
raramente atinge seu valor maximo (Figura 3-46). Nesse ponto, a molecula da enzima 
esta saturada com substrato, e a velocidade da reagao maxima (P m . ix ) depende somente 
da rapidez da enzima em processar a molecula de substrato. Essa razao maxima dividida 
pela concentragao de enzima e chamada de numero de turnover (renovagao). O numero 
de turnover geralmente e cerca de mil moleculas de substrato por segundo por molecula 
de enzima, embora numeros de turnover entre 1 e 10 mil sejam conhecidos. 

O outro parametro cinetico frequentemente utilizado para caracterizar uma enzi¬ 
ma e seu K m , a concentragao de substrato que permite que a reagao chegue a metade de 
sua velocidade maxima (0,5 V mAx ) (ver Figura 3-46). Um valor baixo de K m significa que a 
enzima atinge sua velocidade catalitica maxima com uma baixa concentragao de subs¬ 
trato e geralmente indica que a enzima se liga fortemente ao substrato; enquanto um va¬ 
lor alto de K m corresponde a uma ligagao fraca. Os metodos utilizados para caracterizar 
enzimas sao explicados no Painel 3-2 (p. 142-143). 


As enzimas aceleram reagoes pela estabilizagao seletiva dos 
estados de transigao 

As enzimas atingem velocidades de reagao extremamente altas - velocidades maiores 
que qualquer catalisador sintetico. Existem diversas razoes para essa eficiencia. Em pri- 
meiro lugar, quando duas moleculas precisam reagir, as enzimas aumentam significa- 
tivamente a concentragao local das moleculas de substrato no sitio catalitico, manten- 
do as duas moleculas na orientagao correta para que a reagao ocorra. Mais importante, 
no entanto, e que parte da energia de ligagao contribui diretamente para a catalise. As 
moleculas de substrato passam por uma serie de estados intermediaries de geometria e 
de distribuigao modificada de eletrons antes de formarem os produtos finais da reagao. 
A energia livre necessaria para a formagao do estado intermediario menos estavel, cha- 
mado de estado de transigao, e denominada energia de ativagao da reagao, e e a princi¬ 
pal determinante da velocidade da reagao. As enzimas tern afinidade muito maior pelo 
estado de transigao do substrato do que pela sua forma estavel. Como essa forte ligagao 




POR QUE ANALISAR A CINETICA DAS ENZIMAS? 

As enzimas sao os mais poderosos e seletivos catalisadores 
conhecidos. Um entendimento detalhado de seus mecanismos 
prove uma ferramenta fundamental para o descobrimento de 
novas drogas, para a sfntese industrial em larga escala de 
produtos qufmicos uteis e para a compreensao da qufmica das 
celulas e dos organismos. Um estudo detalhado das 
velocidades das rea^oes qufmicas que sao catalisadas por uma 
enzima purificada - mais especificamente como essas 
velocidades mudam com a alterat© de condi^oes tais como 
concentrates de substratos, de produtos, de inibidores e 


ligantes reguladores permite aos bioqufmicos compreender 
exatamente como as enzimas trabalham. Por exemplo, essa foi 
a maneira pela qual as reagoes de produt© de ATP na 
glicolise, mostrada previamente na Figura 2-48, foram 
decifradas, permitindo apreciar a logica desta via enzimatica 
crftica. 

Neste Painel, introduzimos a importante area de cinetica 
enzimatica, que tern sido indispensavel para se derivar muito 
do conhecimento detalhado que agora temos sobre a qufmica 
celular. 


CINETICA ENZIMATICA DE ESTADO ESTACIONARIO 


Muitas enzimas tern somente um substrato, o qual elas ligam e 
entao reagem para a produt© do produto, de acordo com o 
esquema da Figura 3-50A. Nesse caso, a reat© e escrita como 


E + S 


ES 


E + P 


k -\ 

Aqui consideramos que a reat© reversa, na qual E + P 
recombinam para formar EP e entao ES, ocorre tao raramente 
que podemos ignora-la. Nesse caso, EP nao precisa ser 
representado, e podemos expressar a taxa da reat© - conhecida 
como sua velocidade, V, como 


V=k cat [ES] 


No estado de transit©, [ES] e quase constante, ou seja. 


Taxa de quebra de ES _ Taxa de associat© de ES 

fc-i [ES] + k cat [ES] “ MEHS] 


ou, ja que a concentrat© de enzima livre, [E], e igual a 
[EJ - [ES], 


[ES] 


k -t + k cat ) 


[E][S] 


*-1 + ^cat ) 


[E 0 ]-[ES]j[S] 


onde [ES] e a concentrat© de complexos enzima-substrato, e k cat Rearranjando e definindo a constante K m como 
e o numero de turnover, uma constante de velocidade que tern 

valor igual ao numero de moleculas de substrato processadas por k _- 1 + fc cat 

moleculas de enzima a cada segundo. ^ 

Mas como o valor de [ES] se relaciona a concentrates que 
conhecemos diretamente, que sao a concentrat© total da temos 

enzima, [E 0 ], e a concentrat© do substrato, [S]? Quando a 

enzima e o substrato sao inicialmente misturados, a concentrat© rccn _ [ E J[S] 

[ES] aumentara rapidamente a partir de zero, ate o chamado ” ^ V\S] 

estado estacionario, como ilustrado abaixo. m 


ou, lembrando que V = k cat [ES], obtemos a famosa equat© de 
Michaelis-Menten 

k cat [E Q ][S] 

+ [S] 

A medida que [S] aumenta a nfveis cada vez maiores, 
essencialmente toda a enzima estara ligada ao substrato no 
estado de equilfbrio; nesse ponto, uma velocidade maxima de 
reat©/ '/max' se|r 3 atingida, onde V = V m ^ x = k cat [E 0 ]. Assim, e 
conveniente reescrever a equagao de Michaelis-Menten como 


0 Tempo-► 


Estado Estado estacionario: 

pre-estacionario: ES quase constante 

format© de ES 


V = 


^max [S] 

+ [S] 

















o grAfico duplo-reciproco 

Um tfpico grafico de V versus [S] para uma enzima que segue 
a cinetica de Michaelis-Menten e mostrado abaixo. Desse 
grafico, os valores de V m ^ x e K m nao sao obtidos diretamente. 
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Para se obter V m ^ x e K m a partir desses dados, um grafico 
duplo-reciproco e muitas vezes usado, no qual a equagao de 
Michaelis-Menten foi rearranjada, para que MV possa ser 
apresentada em graficos versus 1/[S]. 



A IMPORTANCIA DE K m , k cat e k cat /K m 

Como descrito no texto, K m e uma medida aproximada da 
afinidade do substrato pela enzima: e numericamente 
igual a concentragao de [S] em V = 0,5 V m ^ x . Em geral, 
um valor baixo de /C m significa forte liga^ao ao substrato. 
De fato, nos casos em que o k cat e muito menor que o /c_ 1f 
o K m sera igual a K d , a constante de dissocia^ao do 
substrato a enzima ( K d = MK a , ver Figura 3-44). 

Vimos que k cat e o numero de turnover para a enzima. 
Em baixas concentrates de substrato, onde [S] « /C m , a 
maioria das enzimas esta livre. Assim, podemos considerar 
[E] = [E 0 ], para que a equato de Michaelis-Menten venha 
a ser V = k cat /K m [E][S]. Portanto, a proporgao k cat /K m e 
equivalente a constante de velocidade para a reato entre 
a enzima livre e o substrato livre. 

Uma comparagao de k cat /K m para a mesma enzima com 
diferentes substratos ou para duas enzimas com seus 
diferentes substratos e muita usada como medida da 
efetividade da enzima. 


Para simplificar, neste Painel discutimos as enzimas que tern 
somente um substrato, como a lisozima, descrita no texto 
(ver p. 144). Varias enzimas tern dois substratos, um dos quais e 
muitas vezes utilizado como molecula ativadora, como NADH 
ou ATP. 

Uma analise similar, entretanto mais complexa, e utilizada 
para determinar a cinetica de tais enzimas - permitindo que a 
ordem de ligagao dos substratos e a presen^a de intermediaries 
covalentes ao longo da reato possam ser identificadas. 


ALGUMAS ENZIMAS SAO LIMITADAS 
PELA DIFUSAO 

Os valores de k cat , K m e k cat /K m de algumas enzimas 
selecionadas sao mostrados abaixo: 


Enzima 

Substrato 

^cat 

(s- 1 ) 

Km 

(M) 

Kcat /K m 
(S-'M- 1 ) 

Acetilcolinesterase 

Acetilcolina 

1,4x10 4 

9x10“ 5 

1,6x10 8 

Catalase 

H 2 0 2 

4x10 7 

1 

4x10 7 

Fumarase 

Fumarato 

8x10 2 

5x1 (T 6 

1,6x10 8 


Como uma enzima e seu substrato precisam colidir antes que 
possam reagir, k cat /K m em um valor maximo possivel que e 
limitado pela velocidade de colisoes. Se toda colisao forma 
um complexo enzima-substrato, e possivel calcular a partir da 
teoria da difusao onde k cat /K m estara entre 10 8 e 10 9 s -1 M -1 , 
no caso em que todas as etapas subsequentes ocorrem 
imediatamente. Assim, pode-se dizer que enzimas como a 
acetilcolinesterase e a fumarase sao "enzimas perfeitas", 
onde cada enzima evoluiu ao ponto em que praticamente 
toda colisao com seu substrato o converte em produto. 
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Energia de ativagao para 
a reagao nao catalisada 


S T 



EP 

Progresso _^ 

da reagao 

Energia de ativagao para 
a reagao catalisada 


Figura 3-48 Taxas de aceleragao de 
cinco enzimas diferentes. (Adaptada 
de A. Radzicka e R. Wolfenden, Science 
267:90-93, 1995.) 


Figura 3-47 Aceleragao enzimatica de reagoes quimicas pela diminuigao da 
energia de ativagao. Neste exemplo, ha apenas um estado de transigao. No entanto, 
com frequencia tanto a reagao nao catalisada (A) como a reagao catalisada (B) passam 
por uma serie de estados de transigao. Naquele caso, e o estado de transigao com maior 
energia (S T e ES T ) que determina a energia de ativagao e limita a velocidade de reagao. 

(S = substrato; P = produto da reagao; ES = complexo enzima-substrato; EP = complexo 
enzima-produto.) 

reduz bastante a energia do estado de transigao, a enzima acelera uma reagao especifica 
pela diminuigao da energia de ativagao necessaria (Figura 3-47). 

As enzimas podem utilizar simultaneamente a catalise acida e a 
basica 

A Figura 3-48 compara as velocidades de reagao espontanea e as velocidades catalisadas 
correspondentes para cinco enzimas. As taxas de aceleragao variam entre 10 9 e 10 23 . As en¬ 
zimas nao somente se ligam fortemente a um estado de transigao, como tambem content 
atomos precisamente posicionados que alteram as distributes eletronicas nos atomos que 
participam diretamente na formagao e na quebra de ligagoes covalentes. As ligagoes pep- 
tidicas, por exemplo, podem ser hidrolisadas na ausencia de uma enzima, pela exposigao 
de um polipeptideo tanto a acidos fortes quanto a bases fortes. As enzimas sao as unicas, 
entretanto, capazes de realizar simultaneamente as catalises acida e basica, uma vez que 
o arranjo rigido da protema retem os residuos de aminoacidos acidos e basicos e previne 
que eles se combinem entre si (como fariam se estivessem livres em solugao) (Figura 3-49). 

O encaixe entre a enzima e seu substrato deve ser preciso. Uma pequena mudanga 
introduzida por engenharia genetica no sitio ativo de uma enzima pode, dessa forma, 
ter um efeito drastico. Substituindo um acido glutamico por um acido aspartico em uma 
enzima, por exemplo, ha uma mudanga na posigao do ion catalitico carboxilato de so¬ 
mente 1 A (aproximadamente o raio de um atomo de hidrogenio); mesmo assim, isso e 
suficiente para diminuir em mil vezes a atividade da enzima. 

A lisozima ilustra como uma enzima funciona 

Para demonstrar como as enzimas catalisam reagoes quimicas, examinaremos uma en¬ 
zima que age como um antibiotico natural na clara do ovo, na saliva, nas lagrimas e em 
outras secregoes. A lisozima catalisa a remogao de cadeias de polissacarideos da parede 
de bacterias. A celula bacteriana esta sob pressao ocasionada por forgas osmoticas, e 
mesmo a remogao de um numero reduzido dessas cadeias provoca a ruptura de sua pa¬ 
rede celular e, como consequencia, a morte da bacteria. A lisozima, uma protema relati- 
vamente pequena e estavel, e que pode ser isolada facilmente em grandes quantidades, 
foi a primeira enzima a ter sua estrutura determinada em detalhes atomicos por meio da 
cristalografia de raios X (na metade da decada de 1960). 

A reagao que a lisozima catalisa e uma hidrolise: ela adiciona uma molecula de 
agua a uma ligagao simples entre dois grupos de agucar adjacentes na cadeia polissaca- 
ridica, causando dessa maneira a quebra da cadeia (ver Figura 2-9). A reagao e energeti- 
camente favoravel, porque a energia livre da cadeia polissacaridica rompida e menor do 
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que a energia livre da cadeia intacta. No entanto, existe uma barreira de energia para essa 
reagao, e uma molecula de agua so e capaz de romper a ligagao entre duas moleculas de 
agucar se a molecula polissacaridica estiver distorcida em uma conformagao especifica 
- o estado de transigao - em que os atomos ao redor da ligagao apresentem geometria 
e distribuigao eletronica alteradas. Devido a esse requisite, colisoes aleatorias precisam 
fornecer uma quantidade de energia de ativagao bastante alta para que a reagao ocorra. 
Em uma solugao aquosa a temperatura ambiente, a energia resultante de colisoes mo- 
leculares quase nunca excede a energia de ativagao. O polissacarideo puro pode, entao, 
ficar por anos dissolvido em agua sem ser hidrolisado em um nivel detectavel. 

Essa situagao muda drasticamente quando o polissacarideo se liga a lisozima. 
O sitio ativo da lisozima, uma vez que seu substrato e um polimero, e um longo sulco 
que pode acomodar ate seis agucares ao mesmo tempo. Tao logo o polissacarideo se liga 
para formar o complexo enzima-substrato, a enzima cliva o polissacarideo pela adigao 
de uma molecula de agua a uma das ligagoes agucar-agucar. As duas novas cadeias re- 
sultantes dissociam-se da enzima, rapidamente liberando a enzima para outros ciclos de 
reagao (Figura 3-50). 

Esse aumento impressionante da velocidade de hidrolise ocorre pelo estabeleci- 
mento das condigoes necessarias no microambiente do sitio ativo da lisozima, o que re- 
duz de forma significativa a energia de ativagao necessaria para que ocorra a hidrolise. 
Mais especificamente, a lisozima distorce um dos dois agucares da ligagao que sera rom- 
pida, alterando sua conformagao normal e mais estavel. A ligagao a ser rompida tambem 
e posicionada na proximidade de dois aminoacidos com cadeias laterais acidas (um aci- 
do glutamico e um acido aspartico) que participam diretamente na reagao. A Figura 3-51 
mostra as tres etapas principais dessa reagao catalisada pela enzima, que ocorre milhares 
de vezes mais rapido que a hidrolise nao catalisada. 

Outras enzimas utilizam mecanismos similares para reduzir a energia de ativagao 
e acelerar as reagoes que elas catalisam. Em reagoes que envolvem dois ou mais rea- 
gentes, o sitio ativo atua como um molde, posicionando as moleculas de substrato na 
orientagao apropriada para que a reagao entre elas possa ocorrer (Figura 3-52A). Como 
vimos no caso da lisozima, o sitio ativo de uma enzima contem atomos precisamente 


Figura 3-49 Catalise acida e catalise 
basica. (A) 0 infcio de uma reagao nao 
catalisada de hidrolise de uma ligagao 
peptidica, com o sombreamento em azul 
indicando a distribuigao de eletrons na 
agua e nas ligagoes carbonila. (B) Um 
acido doa um proton (H + ) a outros ato¬ 
mos. Pelo pareamento com o oxigenio da 
carbonila, um acido desloca os eletrons 
para longe do carbono da carbonila, tor- 
nando esse atomo muito mais atrativo ao 
oxigenio eletronegativo de uma molecula 
de agua. (C) Uma base recebe H + . Pelo 
pareamento com o hidrogenio da molecu¬ 
la de agua, uma base provoca o movimen- 
to de eletrons em diregao ao oxigenio da 
agua, tornando-o um grupo melhor para 
o ataque ao carbono da carbonila. (D) Por 
ter atomos apropriadamente posicionados 
sob sua superficie, uma enzima pode exe- 
cutar as catalises acida e basica ao mesmo 
tempo. 



Figura 3-50 Reagao catalisada pela lisozima. (A) A enzima lisozima (E) catalisa a quebra de uma cadeia polissacaridica, que e o seu substrato (S). A enzima 
inicialmente se liga a cadeia, formando um complexo enzima-substrato (ES) e, entao, catalisa a clivagem de uma ligagao covalente especifica da cadeia princi¬ 
pal do polissacarideo, formando um complexo enzima-produto (EP), que rapidamente se dissocia. A liberagao da cadeia polissacaridica clivada (os produtos P) 
deixa a enzima livre para agir sobre outra molecula de substrato. (B) Modelo de preenchimento espacial da molecula de lisozima ligada a uma cadeia polissaca- 
ridica curta antes da clivagem (Animagao 3.8). (B, cortesia de Richard J. Feldmann; codigo PDB: 3AB6.) 
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SUBSTRATO 

Este substrato e um oligossacarideo composto por seis agucares, 
indicados pelas letras A a F. Apenas os agucares D e E estao representados 


PRODUTOS 

Os produtos finais sao um oligossacarideo composto por quatro 
agucares (a esquerda) e um dissacarideo (a direita), produzidos 



No complexo enzima-substrato (ES), a enzima 
altera a conformagao do agucar D. O aminoacido 
Glu35 da enzima esta posicionado de modo a agir 
como um acido que ataca a ligagao agucar-agucar 
adjacente por meio da doagao de um proton (H + ) 
ao agucar E; o aminoacido Asp52 esta posicionado 
para interagir com o atomo de carbono Cl. 


O aminoacido Asp52 forma uma ligagao covalente 
entre a enzima e o atomo de carbono Cl do 
agucar D. O aminoacido Glu35 polariza uma 
molecula de agua ( vermelho ), de modo que o seu 
atomo de oxigenio possa interagir rapidamente 
com o atomo de carbono Cl e romper a ligagao 
com Asp52. 


A reagao da molecula de agua ( vermelho) 
completa a hidrolise e restabelece as condigoes 
iniciais da enzima, formando o complexo final 
enzima-produto (EP). 


Figura 3-51 Eventos no sftio ativo da 
lisozima. As imagens localizadas no canto 
superior esquerdo e direito representam 
o substrato e o produto livres, respectiva- 
mente, enquanto as outras tres imagens 
mostram a sequencia de eventos no sftio 
ativo da enzima. Observe a mudanga na 
conformagao do agucar D no complexo 
enzima-substrato; essa mudanga na con¬ 
formagao estabiliza o estado de transigao 
tipo ion oxocarbenio necessario para a 
formagao e a hidrolise do intermediario 
covalente mostrado no painel central. 
Tambem e possivel que um intermediario 
ion carbonio seja formado na etapa 2, mas 
o intermediario covalente mostrado no pai¬ 
nel do meio foi detectado com substratos 
sinteticos (Animagao 3.9). (Ver D.J. Voca- 
dlo et al„ Nature 412:835-838, 2001.) 


posicionados que aceleram a reagao por intermedio de grupos carregados que alteram a 
distribuigao de eletrons nos substratos (Figura 3-52B). Tambem ja descrevemos como, 
durante a ligagao dos substratos a enzima, as ligagoes do substrato sao frequentemente 
distorcidas, alterando a estrutura dele. Essas alteragoes, juntamente com forgas meca- 
nicas, direcionam o substrato para um estado de transigao especifico (Figura 3-52C). 
Assim como a lisozima, diversas enzimas fazem parte da reagao que catalisam por meio 
da formagao transitoria de uma ligagao covalente entre a molecula de substrato e uma 
cadeia lateral da enzima. As etapas subsequentes da reagao restauram a cadeia lateral de 
volta ao seu estado original de maneira que a enzima permanece inalterada ao final da 
reagao (ver tambem Figura 2-48). 

Pequenas moleculas que se ligam fortemente as proteinas 
conferem a elas novas fungoes 

Embora tenhamos enfatizado a versatilidade das enzimas - e das proteinas em geral - 
como cadeias de aminoacidos que desempenham fungoes notaveis, existem diversas 


Figura 3-52 Algumas estrategias ge- 
rais da catalise enzimatica. (A) Substra¬ 
tos mantidos juntos em um alinhamento 
preciso. (B) Estabilizagao de cargas dos 
intermediaries da reagao. (C) Aplicagao de 
forgas que distorcem as ligagoes do subs¬ 
trato e aumentam a velocidade de uma 
reagao especifica. 



(A) A enzima se liga a duas 
moleculas de substrato e 
as orienta de modo 
preciso para que ocorra a 
reagao entre elas 



(B) A ligagao do substrato a 
enzima modifica a 
distribuigao de eletrons 
no substrato, criando 
cargas parciais positivas 
e negativas que 
favorecem a reagao 



(C) A enzima distorce a 
molecula ligada de 
substrato, gerando o 
estado de transigao que 
favorece a reagao 
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JlVIuitos derivados de vitaminas sao coenzimas fundamentais as celulas humanas 

Reagoes catalisadas por enzimas que requerem essas 
Vitamina Coenzima coenzimas 

Tiamina (vitamina 

Tiamina pirofosfato 

Ativagao e transference de aldeidos 

Riboflavina (vitamina B 2 ) 

FADH 

Oxidagao-redugao 

Niacina 

NADH, NADPH 

Oxidagao-redugao 

Acido pantotenico 

Coenzima A 

Ativagao e transference de grupos acil 

Piridoxina 

Piridoxal fosfato 

Ativagao de aminoacidos e tambem fosforilagao do glicogenio 

Biotina 

Biotina 

Ativagao e transference de C0 2 

Acido lipoico 

Lipoamida 

Ativagao de grupos acil; oxidagao-redugao 

Acido folico 

Tetra-hidrofolato 

Ativagao e transference de grupos carbono simples 

Vitamina B 12 

Coenzimas da cobalamina 

Isomerizagao e transference de grupos metil 


ocasioes em que apenas os aminoacidos nao sao suficientes. Assim como os homens 
empregam ferramentas para melhorar e estender a capacidade de suas maos, tambem 
as enzimas e proteinas frequentemente utilizam pequenas moleculas nao proteicas no 
desempenho de fungoes que seriam dificeis ou impossiveis de serem executadas somen- 
te com os aminoacidos. Assim, as enzimas muitas vezes possuem pequenas moleculas 
ou atomos de metal fortemente associados ao seu sitio ativo que auxiliam a fungao ca- 
talitica. A carboxipeptidase, por exemplo, uma enzima que cliva cadeias polipeptidicas, 
possui um atomo de zinco fortemente ligado ao seu sitio ativo. Durante a clivagem de 
uma ligagao peptidica pela carboxipeptidase, o ion de zinco forma uma ligagao transitoria 
com um dos atomos do substrato, auxiliando a reagao de hidrolise. Em outras enzimas, 
uma pequena molecula organica tern propositos similares. Estas moleculas sao frequen¬ 
temente denominadas coenzimas. Um exemplo e a biotina, encontrada em enzimas que 
transferem um grupo carboxilato (-COCT) de uma molecula para outra (ver Figura 2-40). 
A biotina participa dessas reagoes formando uma ligagao covalente transitoria com o gru¬ 
po -COO - a ser transferido, sendo mais apropriada para essa fungao do que qualquer um 
dos aminoacidos utilizados para compor as proteinas. Uma vez que nao pode ser sinteti- 
zada pelo homem e, portanto, deve ser suplementada em pequenas quantidades em nos- 
sa dieta, a biotina e uma vitamina. Diversas outras coenzimas sao vitaminas ou derivadas 
delas (Tabela3-2). 

Outras proteinas podem requerer a presenga de pequenas moleculas acessorias 
para seu funcionamento adequado. A proteina receptora de sinais rodopsina - que e 
produzida por celulas fotorreceptoras da retina - detecta luz por meio de uma molecula 
pequena, o retinal, que fica embebida na proteina (Figura 3-53A). O retinal, que e deri- 
vado da vitamina A, muda de forma quando absorve um foton de luz, e essa mudanga faz 
a proteina desencadear uma cascata de reagoes enzimaticas que, no final, culmina com 
um sinal eletrico enviado para o cerebro. 

Outro exemplo de proteina com uma porgao nao proteica e a hemoglobina (ver 
Figura 3-19). Cada molecula de hemoglobina carrega quatro grupos heme, moleculas 
em forma de anel, cada uma com um atomo de ferro no centro (Figura 3-53B). O heme 



COOH COOH 



CH 3 hc 

(B) CH 2 


Figura 3-53 Retinal e heme. (A) Estru- 
tura do retinal, a molecula sensivel a luz 
ligada a rodopsina nos olhos. A estrutura 
mostrada passa pelo processo de isomeri- 
zagao apos a absorgao de luz. (B) Estrutura 
do grupo heme. 0 anel de carbono que 
contem o heme e mostrado em vermelho, 
e o atomo de ferro no centro e mostrado 
em laranja. 0 grupo heme e fortemente 
ligado a cada uma das quatro cadeias 
polipeptidicas da hemoglobina, a proteina 
transportadora de oxigenio cuja estrutura 
e mostrada na Figura 3-19. 
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confere a hemoglobina (e ao sangue) a cor vermelha. Por ligar-se reversivelmente ao oxi- 
genio gasoso por meio do atomo de ferro, o heme possibilita que a hemoglobina capture 
oxigenio nos pulmdes e o libere nos tecidos. 

Algumas vezes, essas pequenas moleculas estao ligadas covalente e permanente- 
mente as suas protemas, tornando-se parte integrante da propria molecula proteica. Ve- 
remos, no Capitulo 10, que as protemas frequentemente se ancoram a membrana celular 
por intermedio de moleculas lipidicas covalentemente ligadas. As protemas de mem¬ 
brana expostas na superficie da celula, bem como protemas secretadas pela celula, com 
frequencia sao modificadas pela adigao covalente de agucares e de oligossacarideos. 

Complexos multienzimaticos ajudam a aumentar a taxa de 
metabolismo celular 

A eficiencia das enzimas na aceleragao de reagoes quimicas e crucial para a manutengao 
da vida. As celulas, na verdade, precisam combater o inevitavel processo de deterioragao, 
que se deixado sem controle, leva as macromoleculas a uma grande desordem. Se a taxa 
de reagoes favoraveis nao for maior que a taxa de reagoes colaterais (reagoes desfavo- 
raveis), a celula pode morrer rapidamente. Uma ideia de como a taxa do metabolismo 
celular avanga pode ser obtida pela medida da taxa de utilizagao de ATP. Uma celula de 
mamifero tipica renova (i.e., realiza hidrolise e restauragao por fosforilagao) todo seu 
ATP intracelular uma vez a cada 1 ou 2 minutos. Para cada celula, esse processo repre- 
senta a utilizagao de mais de 10 7 moleculas de ATP por segundo (ou, para o corpo huma- 
no, cerca de 30 gramas de ATP a cada minuto). 

As taxas de reagoes nas celulas sao rapidas devido a eficiencia da catalise enzima- 
tica. Algumas enzimas se tornaram tao eficientes que nao ha como melhora-las. O fator 
que limita a taxa de reagao nao e a velocidade intrinseca da agao enzimatica, mas a fre¬ 
quencia com que as enzimas formam complexos com seus substratos. Tais reagoes sao 
consideradas limitadas pela difusao (ver Painel 3-2, p. 142-143). 

A quantidade de produto produzida por uma enzima ira depender da concentra¬ 
gao da enzima e dos seus substratos. Se uma sequencia de reagoes deve ocorrer de ma- 
neira extremamente rapida, cada intermediary metabolico e enzima envolvida devem 
estar presentes em altas concentragoes. Entretanto, dado o grande numero de diferentes 
reagoes que ocorrem nas celulas, ha um limite para a concentragao que pode ser alcan- 
gado. De fato, a maioria dos metabolitos esta presente em concentragoes micromolares 
(10 6 M), e a maioria das enzimas esta presente em concentragoes ainda mais baixas. 
Como e possivel, desse modo, manter a rapida taxa metabolica? 

A resposta esta na organizagao espacial dos componentes da celula. A celula pode 
aumentar as taxas de reagoes sem acrescimo da concentragao de substratos pela apro- 
ximagao das varias enzimas envolvidas em uma sequencia de reagoes, formando um 
grande conjunto de enzimas conhecido como complexo multienzimatico (Figura 3-54). 
Como esse conjunto e organizado de uma maneira que permite que o produto da en¬ 
zima A passe diretamente para a enzima B e assim por diante, a taxa de difusao nao e 
limitante, mesmo quando a concentragao de substrato e bastante baixa na celula como 
um todo. Assim, talvez nao seja surpreendente que tais complexos enzimaticos sejam tao 
comuns e estejam envolvidos em aproximadamente todos os aspectos do metabolismo 
- incluindo os processos geneticos essenciais, como o processamento do DNA, do RNA 
e a smtese de protemas. De fato, poucas enzimas das celulas eucarioticas se difundem 
livremente em solugao; em vez disso, a maioria parece ter desenvolvido sitios de liga- 
gao que as concentram junto a outras protemas de fungoes parecidas, em determinadas 
regioes da celula, aumentando, assim, a taxa e a eficiencia das reagoes que elas catalisam 
(ver p. 331). 

As celulas eucarioticas ainda possuem outra maneira de aumentar a taxa de rea- 
goes metabolicas, utilizando seu sistema de membranas intracelular. Essas membranas 
podem segregar substratos especificos e enzimas que agem sobre eles dentro do mesmo 
compartimento delimitado, como o reticulo endoplasmatico ou o micleo celular. Se, por 
exemplo, um compartimento ocupa um total de 10% do volume da celula, a concentra¬ 
gao de reagentes no compartimento pode ser aumentada 10 vezes, comparada a mesma 
celula com o mesmo numero de moleculas de enzima e de substrato, mas nao compar- 
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ACIDO GRAXO SINTASE Dom(nio de transfer £ ncia 


de grupos acil 






Figura 3-54 Como as regides nao estruturadas de uma cadeia polipeptfdica, que atuam como elos de conexao, permitem que intermediaries de 
reagao sejam transferidos de urn sitio ativo ao outro, em grandes complexos multienzimaticos. (A-C) A acido graxo sintase em mamiferos. (A) A locali- 
zagao dos sete dominios proteicos com diferentes atividades nesta proteina de 270 quilodaltons. A numeragao se refere a ordem em que cada urn dos dominios 
enzimaticos atua para completar a etapa de adigao de dois atomos de carbono. Apos diversos ciclos de adigao de dois atomos de carbono, o domfnio de ter- 
minagao libera o produto final uma vez que o acido graxo do tamanho desejado tenha sido sintetizado. (B) A estrutura do dimero da enzima, com a indicagao 
da localizagao dos cinco sitios ativos em urn dos monomeros. (C) Como os elos flexiveis permitem que as moleculas de substrato que permanecem ligadas ao 
dominio transportador de grupos acil ( vermelho ) sejam transferidas de urn sitio ativo ao outro em cada monomero, alongando e modificando o intermediario de 
acido graxo ligado ( amarelo ). As cinco etapas representadas se repetem ate que o acido graxo de extensao final tenha sido sintetizado. (Apenas as etapas 1 a 4 
estao representadas na figura.) 

(D) Multiplas subunidades associadas do complexo gigante da piruvato desidrogenase (9.500 quilodaltons, maior que urn ribossomo), que catalisa a 
conversao de piruvato em acetil-CoA. (E) Assim como na imagem (C), uma molecula de substrato ligada covalentemente a urn dos elos de conexao (esferas 
vermelhas com substrato amarelo) e transferida entre os sitios ativos das subunidades (numerados de 1 a 3) para dar origem aos produtos finais. Aqui, a subuni- 
dade 1 catalisa a decarboxilagao do piruvato e a acilagao por redugao do grupo lipoil ligado a uma das esferas vermelhas. A subunidade 2 transfere esse grupo 
acetil a uma molecula de CoA, formando acetil-CoA, e a subunidade 3 oxida novamente o grupo lipoil para o infeio do proximo ciclo de reagao. Apenas urn 
decimo das subunidades 1 e 3 ligadas a regiao central da enzima, composta pela subunidade 2, estao representadas na figura. Essa importante reagao ocorre 
na mitocondria dos mamiferos, e e parte da via que oxida moleculas de agucar em C0 2 e H 2 0 (ver p. 82). (A-C, adaptada de T. Maier et al., Quart. Rev. Biophys. 
43:373-422, 2010; D, de J.L.S. Milne et al., J. Biol. Chem. 281:4364-4370, 2006.) 


timentada. As reagoes que, de outra forma, seriam limitadas pela velocidade de difusao 
podem, desse modo, ser aceleradas por um fator igual a 10. 

A celula regula as atividades catalfticas de suas enzimas 

As celulas contem milhares de enzimas, muitas das quais operam simultaneamente no 
pequeno volume do citosol. Por suas fungoes cataliticas, as enzimas geram uma comple- 
xa rede de vias metabolicas, cada qual composta por uma sequencia de reagoes quimi- 
cas na qual o produto de uma enzima torna-se o substrato da proxima. Nesse labirinto de 
vias, existem muitos pontos de ramificagao em que diferentes enzimas competem pelo 
mesmo substrato. O sistema e complexo (ver Figura 2-63), e sao necessarios controles 
elaborados para regular quando e em que velocidade cada reagao deve ocorrer. 

A regulagao ocorre em varios niveis. Em um nivel, a celula controla quantas mole¬ 
culas de cada enzima ela sintetiza, regulando a expressao do gene que codifica essa en- 
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Figura 3-55 Inibigao por retroalimen¬ 
tagao de uma via biossintetica simples. 

0 produto final Z inibe a primeira enzima, 
que e fundamental na via de sintese, con- 
trolando o seu proprio nfvel na celula. Esse 
e um exemplo de regulagao negativa. 


zima (discutido no Capitulo 7). As celulas tambem controlam a atividade enzimatica por 
meio confinamento de conjuntos especificos de enzimas em compartimentos subcelu- 
lares, seja pela localizagao em um compartimento delimitado por membrana (discutido 
nos Capitulos 12 e 14) ou pela concentragao dessas protemas em uma estrutura maior 
(ver Figura 3-77). Como sera explicado mais adiante neste capitulo, as enzimas tambem 
sao modificadas covalentemente para controlar suas atividades. A taxa de degradagao de 
uma protema pela sua marcagao para proteolise representa outro mecanismo regulador 
importante (ver Figura 6-86). No entanto, o modo mais comum de ajustar as velocidades 
das reagoes opera por meio de uma alteragao direta e reversivel na atividade de uma en¬ 
zima em resposta a pequenas moleculas especificas que se ligam a protema. 

O tipo mais comum de controle ocorre quando uma enzima liga uma molecula 
que nao e um substrato a um sitio regulador especial fora do sitio ativo e, dessa maneira, 
altera a velocidade com que a enzima converte seu substrato em produto. Na inibigao 
por retroalimentagao, uma enzima atuando em uma etapa anterior em uma via meta- 
bolica e inibida por um produto posterior da mesma via. Assim, toda vez que grandes 
quantidades do produto final comegam a se acumular, esse produto liga-se a enzima, 
diminuindo sua atividade catalitica e limitando, assim, o aporte de mais substratos na 
sequencia de reagoes (Figura 3-55). Nos pontos de bifurcagao ou de intersecgao de vias 
metabolicas, geralmente existem multiplos pontos de controle por diferentes produtos 
finais, cada qual atuando para regular a sua propria sintese (Figura 3-56). A inibigao 
por retroalimentagao pode funcionar de forma quase instantanea, sendo rapidamente 
revertida quando o nivel do produto diminui. 

A inibigao por retroalimentagao e uma regulagao negativa : ela previne a atividade 
da enzima. No entanto, as enzimas tambem podem ser alvo de uma regulagao positiva, 
na qual a atividade enzimatica e estimulada por uma molecula reguladora e nao inibida. 
A regulagao positiva ocorre quando um produto de uma via da rede metabolica estimula 


Figura 3-56 Inibigao multipla por 
retroalimentagao. Neste exemplo, que 
mostra as vias biossinteticas de quatro 
diferentes aminoacidos em bacteria, as 
linhas vermelhas indicam as posigoes nas 
quais os produtos inibem as enzimas por 
retroalimentagao. Cada aminoacido con¬ 
trol a primeira enzima especifica para sua 
propria sintese, controlando, assim, o seu 
proprio nfvel e evitando o acumulo desne- 
cessario, e ate perigoso, de intermediaries. 
Os produtos tambem podem inibir sepa- 
radamente o conjunto inicial de reagoes 
comuns para todas as sfnteses; neste caso, 
tres diferentes enzimas catalisam a reagao 
inicial, cada qual sendo inibida por um 
produto diferente. 
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a atividade de uma enzima de uma outra via. Como exemplo, o acumulo de adenosina 
difosfato (ADP, adenosine diphosphate) ativa varias enzimas envolvidas com a oxidagao 
de moleculas de agucar, estimulando, assim, a celula a converter mais ADP em ATP. 

As enzimas alostericas possuem dois ou mais sftios de ligagao 
interativos 

Um aspecto intrigante da regulagao por retroalimentagao positiva e negativa e que a mo- 
lecula reguladora com frequencia tern uma forma totalmente diferente daquela do subs¬ 
trata da enzima. Por esse motivo, essa forma de regulagao e denominada alosteria (do 
grego, alios, “outro” e stereos, “solido” ou “tridimensional”). A medida que os biologos 
aprenderam mais sobre a regulagao, eles reconheceram que as enzimas envolvidas de- 
vem ter pelo menos dois sitios de ligagao diferentes em sua superficie - um sitio ativo, 
que reconhece os substratos, e um sitio regulador, que reconhece uma molecula regula¬ 
dora. Esses dois sitios devem se comunicar de modo a permitir que os eventos cataliticos 
no sitio ativo sejam influenciados pela ligagao da molecula reguladora ao seu proprio 
sitio na superficie da protema. 

A interagao entre os diferentes sitios de uma molecula proteica depende de uma 
mudanga conformacional da protema: a ocupagao de um sitio faz a molecula passar de 
uma forma tridimensional para uma outra ligeiramente diferente. Durante a inibigao 
por retroalimentagao, por exemplo, a ligagao de um inibidor em um sitio da protema faz 
ela mudar para uma conformagao na qual seu sitio ativo - localizado em outra parte da 
protema - torne-se incapacitado. 

Aparentemente, a maioria das moleculas proteicas e alosterica. Elas podem adotar 
duas ou mais conformagoes ligeiramente diferentes, e a transigao de uma para a outra, 
induzida pela ligagao de um ligante, pode alterar sua atividade. Isso vale nao apenas para 
enzimas, mas tambem para varias outras protemas, inclusive receptores, protemas es- 
truturais e protemas motoras. Em todas as instancias da regulagao alosterica, cada con¬ 
formagao da protema apresenta diferengas nos contornos da superficie da molecula; os 
seus sitios de ligagao sao alterados quando a forma da protema e modificada. Alem disso, 
como discutiremos a seguir, cada ligante estabiliza a conformagao a qual ele se liga mais 
fortemente e, assim, em concentragoes suficientemente altas, tendera a induzir a mu¬ 
danga da protema para a sua conformagao preferida. 

Dois ligantes cujos sitios de ligagao estao acoplados devem afetar 
reciprocamente a ligagao um do outro 

O efeito da ligagao de um ligante em uma protema segue um principio fundamental da 
quimica, conhecido como ligagao. Suponha, por exemplo, que uma protema que liga 
glicose tambem ligue outra molecula, X, em um sitio distante da sua superficie. Se o sitio 
de ligagao para X mudar de forma, devido a uma mudanga conformacional na protema 
induzida pela ligagao da glicose, o sitio de ligagao de X e o da glicose serao considerados 
acoplados. Sempre que dois ligantes preferem se ligar a mesma conformagao de uma 
protema alosterica, segundo os principios basicos da termodinamica, cada ligante deve 
aumentar a afinidade da protema pelo outro ligante. Por exemplo, se ocorre uma mu¬ 
danga em uma protema para uma conformagao que melhor liga a glicose, isso fara o 
sitio de ligagao para X tambem ligar melhor a molecula X; entao, a protema ligara mais 
fortemente a glicose quando X estiver presente. Em outras palavras, X regula de modo 
positivo a ligagao da protema a glicose (Figura 3-57). 

De modo oposto, a ligagao reciproca pode operar de forma negativa quando dois 
ligantes preferem ligar-se a conformagoes diferentes de uma mesma protema. Nesse 
caso, a ligagao do primeiro ligante desencoraja a ligagao do segundo ligante. Assim, se 
uma mudanga de conformagao induzida pela ligagao da glicose diminui a afinidade de 
uma protema pela molecula X, a ligagao de X tambem deve diminuir a afinidade da pro¬ 
tema por glicose (Figura 3-58). Essa relagao e quantitativamente reciproca; por exemplo, 
se a glicose tern um grande efeito sobre a ligagao de X, X tambem tera um grande efeito 
sobre a ligagao da glicose. 
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Figura 3-57 Regulagao positiva causa- 
da pelo acoplamento conformacional 
entre dois sitios de ligagao separados. 

Neste exemplo, tanto a glicose quanto 
a molecula X se ligam melhor a confor¬ 
magao fechada da proteina constituida 
por dois dominios. Como tanto a glicose 
quanto a molecula X induzem uma alte¬ 
ragao conformacional da proteina para a 
forma fechada, cada ligante ajuda o outro 
a se ligar. Portanto, e dito que a glicose e 
a molecula X se ligam cooperativamente 
a proteina. 


Figura 3-58 Regulagao negativa causa- 
da pelo acoplamento conformacional 
entre dois sitios de ligagao separados. 

0 esquema mostrado parece com o an¬ 
terior, mas aqui a molecula X prefere a 
conformagao aberta, enquanto a glicose 
prefere a conformagao fechada. Como 
a glicose e a molecula X induzem altera- 
goes conformacionais opostas na enzima 
(fechada e aberta, respectivamente), a 
presenga de urn dos ligantes interfere na 
ligagao do outro. 
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As relagoes mostradas nas Figuras 3-57 e 3-58 se aplicam a todas as protemas e 
fundamentam toda a biologia celular. Esse principio parece tao obvio em retrospecto, 
que e atualmente considerado senso comum. Mas a descoberta da ligagao reciproca a 
partir de estudos com algumas poucas enzimas, em 1950, seguida por uma analise ex- 
tensiva dos mecanismos da alosteria nas protemas, no imcio da decada de 1960, foi re- 
volucionaria para nosso entendimento da biologia. No exemplo das figuras, a molecula 
X se liga a um local da enzima diferente do sitio onde a catalise ocorre e nao precisa ter 
qualquer relagao quimica com a molecula de substrato que se liga ao sitio ativo. Como 
ja vimos, para enzimas que sao reguladas dessa maneira, a molecula X pode tornar a 
enzima ativa (regulagao positiva) ou inativa (regulagao negativa). Por meio desse meca- 
nismo, as protemas alostericas servem como chaves gerais que, em principio, podem 
permitir que uma molecula em uma celula afete o destino de qualquer outra. 

Agregados proteicos simetricos geram transigoes alostericas 
cooperativas 

Uma unica subunidade enzimatica regulada por retro aliment agao negativa pode ter 
uma diminuigao na sua atividade de 90% para 10% em resposta a um aumento de cem 
vezes na concentragao de um inibidor (Figura 3-59, linha vermelha). Aparentemen- 
te, respostas desse tipo nao sao suficientes para uma otima regulagao da celula, e a 
maioria das enzimas e ligada ou desligada pela ligagao de ligantes que consiste em 
associagoes simetricas de subunidades identicas. Com essa organizagao, a ligagao de 
uma molecula do ligante a um unico sitio ativo de uma subunidade pode iniciar uma 
alteragao alosterica em toda a associagao proteica, ajudando as subunidades adjacen- 
tes a ligarem o mesmo ligante. Como resultado, ocorre uma transigao alosterica coope- 
rativa (Figura 3-59, linha azul), permitindo que uma alteragao relativamente pequena 
na concentragao do ligante na celula possa modificar a associagao de protemas como 
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um todo, de uma conformagao ativa a uma conformagao quase que totalmente inativa 
(ou vice-versa). 

Os principios envolvidos em uma transigao cooperativa do tipo “tudo ou nada” sao 
os mesmos para todas as protemas, sejam elas enzimas ou nao. Por exemplo, eles sao es- 
senciais para a absorgao e liberagao de 0 2 pela hemoglobina no sangue. Talvez eles 
sejam visualizados mais facilmente em uma enzima que forma um dimero simetrico. 
No exemplo mostrado na Figura 3-60, a primeira molecula de um inibidor se liga com 
grande dificuldade, pois sua ligagao desarranja a interagao energeticamente favoravel 
entre os dois monomeros identicos do dimero. Entretanto, uma segunda molecula do 
inibidor se liga mais facilmente, pois sua ligagao restaura o contato monomero-mono- 
mero energeticamente favoravel de um dimero simetrico (e tambem inativa completa- 
mente a enzima). 

Como alternativa a esse modelo de encaixe induzido, para a transigao alosterica 
cooperativa, podemos considerar a enzima simetrica como possuidora de duas con- 
formagoes possiveis, correspondendo as conformagoes da “enzima ativa” e da “enzima 
inativa” na Figura 3-60. Nesse modelo, a ligagao do ligante perturba o equilibrio “tudo 
ou nada” entre esses dois estados, alterando, portanto, a proporgao de moleculas ativas. 
Esses dois modelos ilustram modelos reais de conceitos uteis. 


Figura 3-59 Atividade enzimatica 
versus concentragao do inibidor para 
enzimas alostericas monomericas e en¬ 
zimas com multiplas subunidades. Para 
uma enzima com uma unica subunidade 
(.linha vermelha), uma queda na atividade 
enzimatica de 90 para 10% (indicada 
pelos dois pontos na curva) requer um au- 
mento de cem vezes na concentragao do 
inibidor. A atividade enzimatica e calculada 
a partir da relagao de equilibrio K= [IP]/[I] 
[P], onde Pea proteina ativa, I e o inibidor, 
e IP e a proteina inativa ligada ao inibidor. 
Uma curva identica se aplica a qualquer 
interagao de ligagao entre duas moleculas 
A e B. Em contraste, uma enzima alos¬ 
terica com multiplas subunidades pode 
responder diferentemente a mudangas na 
concentragao do ligante: a resposta abrup- 
ta e causada por uma ligagao cooperativa 
de moleculas ligantes, como mostrado 
na Figura 3-60. Aqui, a linha verde re- 
presenta o resultado ideal para a ligagao 
cooperativa de duas moleculas ligantes 
inibitorias a uma enzima alosterica com 
duas subunidades, e a linha azul mostra o 
resultado ideal de uma enzima com quatro 
subunidades. Como indicado pelos dois 
pontos em cada curva, a atividade das en¬ 
zimas mais complexas diminui de 90 para 
10% com uma concentragao bem menor 
do inibidor do que a enzima composta por 
uma unica subunidade. 


Diversas alteragoes nas protefnas sao induzidas por fosforilagao 

As protemas sao reguladas de outras formas alem da ligagao reversivel de outras molecu¬ 
las. Um segundo metodo que as celulas eucarioticas utilizam extensivamente para regu¬ 
lar a fungao de uma proteina e a adigao covalente de uma ou mais pequenas moleculas 
a cadeia lateral de seus aminoacidos. A modificagao reguladora mais comum em euca- 
riotos superiores e a adigao de um grupo fosfato. Utilizaremos, portanto, a fosforilagao 
de protemas para ilustrar alguns dos principios gerais envolvidos no controle da fungao 
de protemas pela modificagao das cadeias laterais de aminoacidos. 

O evento da fosforilagao pode afetar a proteina modificada de tres maneiras im- 
portantes. Primeiro, pelo fato de o grupo fosfato carregar duas cargas negativas, a adigao 
enzimaticamente catalisada de um grupo fosfato a uma proteina pode causar uma mu- 
danga conformacional significativa; por exemplo, pela atragao de um grupo de cadeias 
laterais de aminoacidos carregados positivamente. Isso pode, por sua vez, afetar a liga¬ 
gao de novos ligantes na superficie da proteina, mudando de forma drastica a atividade 
da proteina. Quando uma segunda enzima remove o grupo fosfato, a proteina retorna a 
sua conformagao original e restabelece sua atividade inicial. 


Figura 3-60 Transigao alosterica cooperativa em uma enzima composta por duas 
subunidades identicas. Este diagrama ilustra como a conformagao de uma subunida¬ 
de pode influenciar a conformagao da subunidade adjacente. A ligagao de uma unica 
molecula de um ligante inibidor ( amarelo ) a uma das subunidades da enzima ocorre com 
dificuldade, pois o inibidor muda a conformagao dessa subunidade, destruindo a simetria 
da enzima. Uma vez que essa mudanga de conformagao tenha ocorrido, no entanto, o 
ganho de energia para restaurar o pareamento simetrico entre as duas subunidades torna 
especialmente facil para a segunda subunidade ligar o segundo ligante inibidor e sofrer 
a mesma alteragao conformacional. Como a ligagao da primeira molecula do ligante 
aumenta a afinidade de ligagao com que a outra subunidade liga o mesmo ligante, a res¬ 
posta da enzima a mudangas na concentragao do ligante sera muito mais acentuada do 
que a resposta de uma enzima monomerica (ver Figura 3-59 e Animagao 3.10). 
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Figura 3-61 Fosforilagao proteica. Milhares 
de proteinas em uma celula eucariotica tfpica 
sao modificadas pela adigao covalente de um 
grupo fosfato. (A) A reagao geral transfere um 
grupo fosfato do ATP para a cadeia lateral de 
um aminoacido da proteina-alvo por meio de 
atividade de uma proteina-cinase. A remogao 
do grupo fosfato e catalisada por uma segunda 
enzima, uma proteina-fosfatase. Neste exem- 
plo, o fosfato e adicionado a cadeia lateral da 
serina; em outros casos, ele e ligado ao grupo 
-OH de uma treonina ou de uma tirosina. 

(B) A fosforilagao da proteina por uma 
proteina-cinase pode aumentar ou diminuir a 
atividade da proteina, dependendo do sitio de 
fosforilagao e da estrutura da proteina. 


Segundo, a ligagao de um grupo fosfato pode formar parte de uma estrutura que os 
sitios de ligagao de outras proteinas podem reconhecer. Como discutido anteriormente, o 
dominio SH2 se liga a uma curta sequencia peptidica que contem uma cadeia lateral de 
tirosina fosforilada (ver Figura 3-40B). Mais de dez outros dominios comuns apresentam si¬ 
tios de ligagao que permitem a ligagao das proteinas que os contem a peptideos fosforilados 
em outras moleculas proteicas, cada um reconhecendo uma cadeia lateral fosforilada de 
aminoacidos diferente, em contextos distintos. Terceiro, a adigao de um grupo fosfato pode 
mascarar o sitio de ligagao que mantinha duas proteinas unidas, rompendo as interagoes 
proteina-proteina. Como resultado, os eventos de fosforilagao e desfosforilagao de proteinas 
tern um papel importante na regulagao dos processos de associagao e de dissociagao de 
complexos proteicos (ver, p. ex., Figura 15-11). 

A fosforilagao reversfvel de proteinas controla a atividade, a estrutura e a locali- 
zagao celular de enzimas e de muitos outros tipos de proteinas das celulas eucarioticas. 
De fato, essa regulagao e tao ampla que mais de um tergo das 10 mil ou mais proteinas 
em uma celula tipica de mamiferos pode ser fosforilado em um dado momento - muitas 
proteinas com mais de um fosfato. Como poderia ser esperado, a adigao e a remogao de 
grupos fosfato em proteinas especificas muitas vezes ocorre em resposta a sinais que es- 
pecificam alguma mudanga no estado da celula. Por exemplo, a complicada sucessao de 
eventos que ocorre durante a divisao celular de eucariotos e, em grande parte, controlada 
por esse processo (discutido no Capitulo 17), e muitos dos sinais que medeiam as inte- 
ragoes celula-celula sao transmitidos da membrana plasmatica para o nucleo por uma 
cascata de eventos de fosforilagao de proteinas (discutido no Capitulo 15). 

Uma celula eucariotica contem uma ampla colegao de 
proteinas-cinase e protefnas-fosfatase 

A fosforilagao de proteinas envolve a transference enzimatica do grupo fosfato terminal 
de uma molecula de ATP para uma hidroxila da cadeia lateral dos aminoacidos de serina, 
de treonina ou de tirosina na proteina (Figura 3-61). Uma proteina-cinase catalisa essa 
reagao, e a reagao e essencialmente unidirecional, devido a grande quantidade de ener- 
gia livre liberada quando a ligagao fosfato-fosfato do ATP e quebrada para produzir ADP 
(discutido no Capitulo 2). Uma proteina-fosfatase catalisa a reagao inversa de remogao 
do grupo fosfato, ou desfosforilagao. As celulas contem centenas de proteinas-cinase di- 
ferentes, cada uma responsavel pela fosforilagao de uma proteina diferente ou de um 
conjunto de proteinas. Ha tambem muitas proteinas-fosfatase diferentes; algumas delas 
sao altamente especificas e removem grupos fosfato de apenas uma ou poucas proteinas, 
enquanto outras agem sobre um amplo espectro de proteinas e sao direcionadas a subs- 
tratos especificos por meio de subunidades reguladoras. O estado de fosforilagao de uma 
proteina em um dado momento, bem como sua atividade, dependera das atividades re- 
lativas das proteinas-cinase e proteinas-fosfatase que agem sobre ela. 

As proteinas-cinase que fosforilam outras proteinas nas celulas eucarioticas per- 
tencem a uma grande familia de enzimas que compartilham uma sequencia catalitica 
(cinase) de 290 aminoacidos. Os varios membros da familia contem diferentes sequen¬ 
ces de aminoacidos em ambas as terminagoes da sequencia cinase (p. ex., ver Figura 
3-10) e frequentemente possuem curtas sequencias de aminoacidos inseridas em algas. 
Algumas dessas sequencias de aminoacidos adicionais permitem que cada cinase reco- 
nhega um grupo especifico das proteinas a serem fosforiladas ou ligue-se a estruturas 
que se localizam em regioes especificas da celula. Outras partes da proteina permitem 
a regulagao da atividade de cada cinase, podendo, assim, ser ativada e desativada em 
resposta a diferentes sinais especificos, como descrito a seguir. 

Comparando-se o mirnero de diferentes sequencias de aminoacidos entre os va¬ 
rios membros de uma familia de proteinas, pode-se construir uma "arvore evolutiva” que 
aparentemente reflete o padrao de duplicagao e divergencia dos genes que originaram 
a familia. A Figura 3-62 mostra uma arvore evolutiva de proteinas-cinase. As cinases 
com fungoes relacionadas frequentemente localizam-se em ramos proximos da arvore: 
as proteinas-cinase envolvidas na sinalizagao celular e que fosforilam cadeias laterais de 
tirosina, por exemplo, estao todas agrupadas no canto superior esquerdo da arvore. As 
outras cinases mostradas fosforilam cadeias laterais de residuos de serina ou de treoni- 
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Figura 3-62 Arvore evolutiva de algumas 
protemas-cinase selecionadas. Uma celula 
de um organismo eucarioto superior contem 
centenas dessas enzimas, e o genoma humano 
codifica mais de 500 dessas moleculas. Observe 
que apenas algumas dessas moleculas, aquelas 
discutidas neste livro, estao representadas. 


na, e muitas estao organizadas em grupos que parecem refletir sua fungao - na transdu- 
gao de sinais transmembrana, na amplificagao de sinais intracelulares, no controle do 
ciclo celular, e assim por diante. 

Como resultado da atividade combinada de proteina-cinase e proteina-fosfatase, 
os grupos fosfato das protemas estao continuamente sendo adicionados e, em seguida, 
rapidamente removidos. Tais ciclos de fosforilagao podem parecer desperdicios para a 
celula, mas sao importantes, pois permitem que as protemas fosforiladas passem rapi¬ 
damente de um estado a outro: quanto mais rapido ocorre o ciclo, mais depressa a po- 
pulagao de moleculas da protema pode mudar seu estado de fosforilagao em resposta a 
um estimulo repentino, que altera sua taxa de fosforilagao (ver Figura 15-14). A energia 
necessaria para a manutengao desse ciclo vem da energia livre da hidrolise do ATP, com 
uma molecula sendo consumida a cada evento de fosforilagao. 

A regulagao da proteina-cinase Src revela como uma proteina 
pode atuar como um microprocessador 

As centenas de diferentes protemas-cinase de uma celula eucariotica sao organizadas 
em complexas redes de vias de sinalizagao que ajudam a coordenar as atividades da ce¬ 
lula, controlar o ciclo celular e retransmitir sinais dentro do ambiente celular. Muitos 
dos sinais extracelulares envolvidos precisam ser integrados e amplificados pela celula. 
As protemas-cinase individuais (e outras protemas sinalizadoras) servem como disposi- 
tivos de ativagao-desativagao, ou "microprocessadores” no processo de integragao. Uma 
parte importante da ativagao dessas protemas de processamento de sinais vem do con¬ 
trole exercido pela adigao e pela remogao de grupos fosfato a essas protemas, realizadas 
pelas protemas-cinase e protemas-fosfatase, respectivamente. 

A familia Src de protemas-cinase (ver Figura 3-10) exibe tal comportamento. A pro¬ 
tema Src (pronuncia-se "sarc” denominada pelo tipo de tumor causado pela sua desre- 
gulagao, o sarcoma) foi a primeira tirosina-cinase a ser descoberta. Sabe-se hoje que ela 
faz parte de uma subfamflia de nove protemas-cinase semelhantes, somente encontra- 
das em animais multicelulares. Como indicado pela arvore evolutiva na Figura 3-62, as 
comparagoes das sequencias sugerem que as tirosinas-cinase, como um grupo, sao uma 
inovagao relativamente recente que se separou das serinas/treoninas-cinase, sendo a 
subfamflia Src apenas um subgrupo das tirosinas-cinase assim originadas. 

As protemas Src e suas homologas contem uma regiao N-terminal curta que se torna 
covalentemente ligada a um acido graxo fortemente hidrofobico e que mantem a cinase na 
face citoplasmatica da membrana. A seguir, na sequencia linear de aminoacidos, encon- 
tram-se dois dommios de ligagao a peptideos, um dominio de homologia a Src 3 (SH3), e 
um dominio SH2, seguidos por um dominio cinase catalitico (Figura 3-63). Essas cinases 
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Figura 3-63 A estrutura do dominio 
da familia Src de protemas-cinase, 
mapeada ao longo da sequencia de 
aminoacidos. Para a estrutura tridimen¬ 
sional da proteina Src, ver Figura 3-13. 


Acido 


graxo L 



NH 


SH3 SH2 


500 aminoacidos 


Domfnios da cinase 


COOH 


normalmente existem em uma conformagao inativa, na qual uma tirosina fosforilada pro- 
xima ao C-terminal esta ligada ao dominio SH2, e o dominio SH3 esta ligado ao peptideo 
interno, de modo a distorcer o sitio ativo da enzima, ajudando a mante-la inativa. 

Como mostrado na Figura 3-64, a ativagao da cinase envolve pelo menos duas 
ativagoes especificas: a remogao do fosfato da porgao C-terminal e a ligagao do domi¬ 
nio SH3 por uma proteina ativadora especifica. Dessa maneira, a ativagao da cinase Src 
significa a completude de um conjunto particular de eventos distintos, localizados em 
um mvel superior da via de sinalizagao (Figura 3-65). Assim, a famflia de cinases Src 
atua como integradores de sinais especificos, contribuindo para os eventos da rede de 
processamento de informagoes que permite a combinagao de respostas uteis a celula 
em diferentes condigoes. 

Protefnas que ligam e hidrolisam GTP sao reguladores celulares 
onipresentes 

Temos descrito como a adigao e a remogao de grupos fosfato a uma proteina pode ser 
utilizada pela celula para controlar a atividade da proteina. No exemplo discutido an- 
teriormente, uma cinase transfere uma molecula de ATP para a cadeia lateral de um 
aminoacido da protema-alvo. As celulas eucarioticas tambem possuem outro meio de 
controlar a atividade de uma proteina pela adigao e remogao de grupos fosfato. Nesse 
caso, o fosfato nao e ligado diretamente a proteina, ele faz parte do nucleotideo guani- 
na, GTP, que se liga com alta afinidade a uma classe de protemas chamada protemas de 
ligagao ao GTP. Em geral, as protemas reguladas dessa forma estao na sua conformagao 
ativa quando ligadas a GTP. A perda do grupo fosfato ocorre quando o GTP ligado e hi- 
drolisado a guanosina difosfato (GDP, guanosine diphosphate) em uma reagao catalisada 
pela propria proteina, e no estado ligado ao GDP a proteina esta inativa. Assim, protemas 
que ligam GTP sao dispositivos de ativagao-inativagao cuja atividade e determinada pela 
presenga ou ausencia de um fosfato adicional na molecula de GDP ligada (Figura 3-66J. 

As protemas de ligagao ao GTP (tambem chamadas de GTPases devido a hidroli- 
se do GTP que elas catalisam) compreendem uma grande famflia de protemas que apre- 
sentam variagoes no mesmo dominio globular de ligagao ao GTP. Quando uma molecula 
de GTP ligada com alta afinidade a enzima e hidrolisada em GDP, esse dominio sofre 
uma alteragao conformacional que inativa a proteina. A estrutura tridimensional de um 
membro tipico dessa famflia, a GTPase monomerica denominada Ras, e mostrada na 
Figura 3-67. 
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Figura 3-64 A ativagao de uma protema-cinase do tipo Src por dois eventos sequenciais. Conforme descrito no texto, a necessidade de multiplos even¬ 
tos anteriores para o desencadeamento do processo de ativagao permite que uma cinase atue como um integrador de sinais (Animagao 3.1 1). (Adaptada de 
S.C. Harrison et al.. Cell 112:737-740, 2003. Com permissao de Elsevier.) 
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Figura 3-65 Como uma protema-cinase tipo Src atua como um integrador de si- 
nais. A interrupgao de uma interagao de inibigao, representada pelo domfnio SH3 ( verde) 
ocorre quando sua ligagao a regiao conectora, representada em laranja, e substituida 
pela ligagao de alta afinidade de um ativador. 

A proteina Ras tem um importante papel na sinalizagao celular (discutido no Ca- 
pitulo 15). Na sua forma ligada a GTP, ela e ativa e estimula uma cascata de fosforilagao 
de protemas na celula. Na maior parte do tempo, no entanto, essa proteina se encontra 
na sua forma inativa, ligada a GDP. Ela se torna ativa quando troca seu GDP por uma 
molecula de GTP em resposta a sinais extracelulares, como fatores de crescimento, que 
se ligam aos receptores da membrana plasmatica (ver Figura 15-47). 

As protefnas reguladoras GAP e GEF controlam a atividade de 
protefnas de ligagao ao GTP por determinar se uma molecula de 
GTP ou de GDP esta ligada 

As protemas de ligagao ao GTP sao controladas por protemas reguladoras que determinam 
se o GTP ou o GDP esta ligado, da mesma maneira que protemas fosforiladas sao ativadas e 
inativadas por proteinas-cinase e proteinas-fosfatase. Assim, a proteina Ras e inativada pela 
proteina ativadora de GTPase ( GAP, GTPase-activating protein), a qual se liga a proteina Ras 
e induz a hidrolise de sua molecula de GTP a GDP - que permanece ligado com alta afinida¬ 
de - e a fosfato inorganico (Pj - que e rapidamente dissociado. A proteina Ras permanece 
em seu estado inativo na conformagao com o GDP ligado ate que ela encontre um fator de 
troca do nucleotideo guanina (GEF, guanine nucleotide exchange factor), que se liga a GDP- 
-Ras e ela liberar seu GDP. Como o sitio vazio de ligagao do nucleotideo e imediatamente 
preenchido por uma molecula de GTP (GTP esta presente em maior concentragao em re- 
lagao ao GDP nas celulas), o GEF ativa a Ras indiretamente pela adigao do fosfato removido 
pela hidrolise de GTP. De certo modo, as fungoes de GAP e de GEF sao analogas aquelas das 
proteinas-fosfatase e proteinas-cinase, respectivamente (Figura 3-68). 
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Uma protema-cinase tipo Src so se torna 
completamente ativa se a resposta para 
todas as questoes acima for sim 


RESULTADO 


Protefnas podem ser reguladas pela adigao covalente de outras 
protefnas 


As celulas contem uma familia especial de pequenas protemas cujos membros sao adi- 
cionados de modo covalente a outras protemas e determinam a atividade, ou destino, 
dessa proteina a qual se ligam. Em cada caso, a terminagao carboxila de pequena proteina 
se liga ao grupo amino de uma cadeia lateral de lisina da “proteina-alvo ,; por meio de 
uma ligagao isopeptidica. A primeira dessas protemas a ser descoberta, e tambem a que 
e utilizada com maior frequencia, e a ubiquitina (Figura 3-69A). A ubiquitina pode ser 
ligada a proteina-alvo de modo covalente de diferentes formas, com diferentes significa- 
dos para a celula. A forma mais frequente de ligagao de ubiquitina da origem a cadeias de 
poliuhiquitina na qual, uma vez que a primeira molecula de ubiquitina tenha sido ligada 
a proteina-alvo, cada molecula subsequente de ubiquitina se liga ao residuo de Lis48 da 
ubiquitina anterior, formando uma cadeia de moleculas de ubiquitina ligadas ao residuo 
Lis48 e conectadas a uma unica cadeia lateral de lisina da proteina-alvo. Essa forma de 
poliubiquitina promove o deslocamento da proteina-alvo para o interior de um proteas- 
somo, onde ela e digerida em pequenos peptideos (ver Figura 6-84). Em outros exemplos, 
apenas uma molecula de ubiquitina e adicionada a proteina-alvo. Algumas proteinas- 
-alvo sao ainda modificadas por cadeias diferentes de poliubiquitina. Essas modificagoes 
tem diferentes consequencias funcionais para a proteina marcada (Figura 3-69B). 
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Figura 3-66 Protemas de ligagao ao 
GTP enquanto interruptores molecula- 
res. A atividade da proteina de ligagao ao 
GTP (tambem chamada de GTPase) geral- 
mente requer a presenga de uma molecula 
de GTP fortemente ligada (interruptor 
ligado). A hidrolise dessa molecula de GTP 
pela proteina de ligagao ao GTP produz 
GDP e fosfato inorganico (P), e induz a 
conversao da proteina em uma conforma¬ 
gao distinta, geralmente inativa. A ativa- 
gao do interruptor requer a dissociagao do 
GDP de alta afinidade. Essa etapa e lenta 
e pode ser acelerada por sinais especfficos; 
uma vez que o GDP e dissociado, uma 
molecula de GTP se liga a proteina de 
forma rapida. 
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de GTP 


Figura 3-67 Estrutura da protema Ras 
em sua forma ligada ao GTP. Essa protefna 
GTPase monomerica ilustra a estrutura de 
um domfnio de ligagao de GTP, presente na 
grande famflia de protefnas que ligam GTP 
As regioes mostradas em vermelho alteram 
sua conformagao quando a molecula de GTP 
e hidrolisada a GDP e a fosfato inorganico; o 
GDP permanece ligado a protefna, enquanto o 
fosfato inorganico e liberado. A fungao princi¬ 
pal da "helice interruptora" nas protefnas rela- 
cionadas a Ras e explicada no texto (ver Figura 
3-72 e Animagao 15.7). 


Estruturas semelhantes sao formadas quando outro membro da familia de ubiqui¬ 
tina, como a protefna SUMO (do ingles, small ubiquitin-related modifier), e adicionado 
de modo covalente a cadeia lateral de um residuo de lisina da protema-alvo. Conforme 
esperado, todas essas modificagoes sao reversiveis. As celulas possuem grupos de en- 
zimas que promovem a adigao e a remogao de ubiquitina (e de protema SUMO) e que 
agem sobre esses complexos covalentes, desempenhando papeis analogos aos das pro- 
temas-cinase e protemas-fosfatase que adicionam e removem grupos fosfato das cadeias 
laterals de protemas. 

Um sistema complexo de conjugaqao de ubiquitinas e utilizado 
para marcar protefnas 

Como as celulas selecionam as protemas-alvo para a adigao de ubiquitinas? Na etapa 
inicial, a terminagao carboxila da ubiquitina deve ser ativada. Essa ativagao ocorre quan¬ 
do uma protema denominada enzima de ativagao de ubiquitina (El) utiliza a energia da 
hidrolise de uma molecula de ATP para se ligar a ubiquitina por meio de uma ligagao 
covalente de alta energia (uma ligagao tioester). Entao, a enzima El transfere essa mo¬ 
lecula de ubiquitina ativada para um conjunto de enzimas de conjugagao de ubiquitinas 
(E2), cada qual atuando em conjunto com um grupo de protemas acessorias (E3), deno- 
minadas ubiquitinas-ligase. Existem aproximadamente 30 enzimas E2 distintas - mas 
estruturalmente similares - nos mamiferos, e centenas de protemas E3 diferentes que 
formam complexos com enzimas E2 especificas. 

A Figura 3-70 ilustra como esse processo e utilizado para a marcagao de protemas 
para a degradagao no proteassomo. (Mecanismos semelhantes sao utilizados para a li¬ 
gagao de ubiquitina, e SUMO, a outros tipos de protemas-alvo.) Aqui, a ubiquitina-ligase 
se liga as moleculas especificas de sinalizagao de degradagao, chamadas degrons, pre- 
sentes nos substratos proteicos, auxiliando as enzimas E2 a formarem a cadeia de po- 
liubiquitina ligada ao residuo de lisina da protema-alvo. Esta cadeia de poliubiquitina 
na protema-alvo sera, entao, reconhecida para um receptor especifico no proteassomo, 
promovendo a degradagao da protema-alvo. As ubiquitinas-ligase distintas reconhe- 
cem diferentes sinais de degradagao, marcando diferentes subconjuntos de protemas 
intracelulares para a degradagao, frequentemente em resposta a sinais especificos (ver 
Figura 6-86). 
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Figura 3-68 Uma comparagao entre dois principals mecanismos de sinalizagao intracelular em celulas 
eucarioticas. Em ambos os casos, a protefna sinalizadora e ativada pela adigao de um grupo fosfato e inativada 
pela remogao desse fosfato. Observe que a adigao de um fosfato a uma protefna tambem pode ter um efeito 
inibitorio. (Adaptada de E.R. Kantrowitz e W.N. Lipscomb, Trends Biochem. Sci. 15:53-59, 1990.) 
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Complexos proteicos com partes intercambiaveis aumentam a 
eficiencia da informagao genetica 

A ubiquitina-ligase SCF e um complexo proteico que se liga a diferentes “protemas-alvo” 
em momentos distintos do ciclo celular, adicionando covalentemente cadeias poliu- 
biquitina a seus alvos. Essa estrutura com formato semicircular e composta por cinco 
subunidades proteicas, nas quais a maior delas atua como estrutura base sobre a qual 
o restante do complexo e formado. A estrutura revela um mecanismo notavel (Figura 
3-71). Em uma das terminagoes da estrutura semicircular, esta localizada a enzima E2 
de conjugagao de ubiquitina. Na outra extremidade, localiza-se um brago de ligagao de 
substrato, a subunidade conhecida como protema F-box. Essas duas subunidades sao 
separadas em uma distancia de 5 nm. Quando o complexo proteico e ativado, a protema 
F-box se liga a um local especifico da proteina-alvo, posicionando essa protema no espa- 
go entre as duas extremidades da estrutura semicircular, de forma que algumas das suas 
cadeias laterais de lisina entrem em contato com a enzima de conjugagao de ubiquitina. 
A enzima pode, entao, catalisar a adigao repetida de ubiquitina a essas lisinas (ver Figura 
3-71C), formando as cadeias de poliubiquitina que marcam as protemas-alvo para a de¬ 
gradagao rapida no proteassomo. 


Figura 3-69 Marcagao de protemas 
pela ubiquitina. (A) Estrutura tridi¬ 
mensional da ubiquitina, uma pequena 
proteina composta por 76 aminoacidos. 
Uma famflia especifica de enzimas promo¬ 
ve a ligagao da terminagao carboxila da 
ubiquitina a cadeia lateral de um residuo 
de lisina da proteina-alvo, formando uma 
ligagao isopeptidica. (B) Alguns padroes de 
modificagao com significados especificos 
para a celula. Observe que os dois tipos de 
poliubiquitinagao diferem na forma como 
as moleculas de ubiquitina estao unidas. 

A ligagao por intermedio da Lys48 dire- 
ciona a proteina-alvo para a degradagao 
pelo proteassomo (ver Figura 6-84), e a 
ligagao feita pela Lys63 apresenta outros 
significados. As marcagoes com ubiquitina 
sao "lidas" por proteinas que reconhecem 
especificamente cada tipo de modificagao. 


Ubiquitina 




Grupo amino e de 
uma cadeia lateral 
de lisina 



Sinai de degradagao 
na proteina-alvo 

(B) 



Proteina-alvo 
ligada a uma 
ubiquitina-ligase 


Primeira molecula 
de ubiquitina ligada 
a proteina-alvo 


Proteina-alvo ligada 
a uma cadeia 
poliubiquitina 


Figura 3-70 A marcagao de proteinas com ubiquitina. (A) A extremidade C-terminal de uma ubiquitina e inicialmente ativada pela ligagao tioester de alta 
energia a uma cadeia lateral de cisteina de uma proteina El. Essa reagao requer ATP e apresenta um intermediario covalente AMP-ubiquitina. A ubiquitina ativa¬ 
da em El, tambem chamada de enzima de ativagao de ubiquitina, e, entao, transferida a cisteina de uma molecula E2. (B) A adigao de uma cadeia poliubiquiti¬ 
na a uma proteina-alvo. Nas celulas de manmferos, existem centenas de complexos E2-E3 distintos. As enzimas E2 sao denominadas enzimas de conjugagao de 
ubiquitina. As enzimas E3 sao chamadas de ubiquitinas-ligase. (Adaptada de D.R. Knighton et al., Science 253:407-414, 1991.) 
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Figura 3-71 Estrutura e modo de agao 
da ubiquitina-ligase SCF. (A) Estrutura do 
complexo de cinco subunidades da ubiquitina- 
-ligase, incluindo a enzima E2 de conjugagao de 
ubiquitina. Quatro proteinas compoem a regiao 
E3. A proteina representada aqui como proteina 
adaptadora 1 e a proteina Rbx/Hrtl, a proteina 
adaptadora 2 e a proteina Skpl, e a culina e 
a proteina Cull. Uma das diferentes proteinas 
F-box completa o complexo. (B) Comparagao do 
mesmo complexo com dois bragos de ligagao 
de substrato diferentes, as proteinas F-box Skp2 
(acima) e p-trCPI ( abaixo ), respectivamente. 

(C) Ligagao e ubiquitinagao de uma proteina- 
-alvo pela ubiquitina-ligase SCF. Se, conforme 
indicado, uma cadeia de moleculas de ubiquiti¬ 
na e adiciona a mesma lisina da proteina-alvo, 
essa proteina fica marcada para a destruigao 
rapida pelo proteassomo. (D) Comparagao da 
estrutura do complexo SCF (parte inferior) com 
a imagem de microscopia de baixa resolugao de 
uma ubiquitina-ligase chamada de complexo 
promotor de anafase (APC/C; parte superior), 
em mesma escala. APC/C e urn complexo gran¬ 
de composto por 15 proteinas. Conforme dis- 
cutido no Capitulo 17, a adigao de ubiquitinas 
mediada por esse complexo controla as etapas 
posteriores da mitose. Esse complexo possui 
relagao evolutiva distante com SCF e possui 
uma subunidade culina (verde) localizada na 
regiao lateral direita do complexo, apenas par- 
cialmente visivel nesta orientagao. As proteinas 
E2 nao estao representadas na imagem, mas 
seus sitios de ligagao estao indicados em laran- 
ja, assim como os sitios de ligagao ao substrato, 
em lilas. (A e B, adaptada de G. Wu et al., Mol. 
Cell 11:1445-1456, 2003. Com permissao de 
Elsevier; D, adaptada de P. da Fonseca et al., 
Nature 470:274-278, 2011. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 


Dessa forma, proteinas especificas sao marcadas para uma degradagao rapida em 
resposta a sinais especificos, colaborando no andamento do ciclo celular (discutido no 
Capitulo 17). Com frequencia, a marcagao para a destruigao envolve a criagao de um pa- 
drao especifico de fosforilagao na proteina-alvo, necessario para o seu reconhecimento 
pela subunidade F-box. A marcagao tambem requer a ativagao de uma ubiquitina-ligase 
SCF que contenha o brago de ligagao ao substrato apropriado. Muitos desses bragos (as 
subunidades F-box) sao intercambiaveis no complexo proteico (ver Figura 3-71B), e exis- 
tem mais de 70 genes humanos que os codificam. 

Como enfatizado anteriormente, uma vez que uma proteina bem adaptada te- 
nha evoluido, sua informagao genetica tende a ser duplicada para gerar uma familia de 
proteinas correlatas. Dessa forma, por exemplo, nao existem apenas diversas proteinas 
F-box - tornando possivel o reconhecimento de diferentes conjuntos de proteinas-alvo, 
mas tambem uma familia de proteinas de suporte (conhecidas como culinas) que deu 
origem a familia de ubiquitinas-ligase do tipo SCF. 

Um complexo proteico como a ubiquitina-ligase SCF, com suas partes intercambia¬ 
veis, torna o uso da informagao genetica nas celulas mais eficiente. Esse principio tambem 
promove a evolugao “rapida'; uma vez que novas fungoes podem ser selecionadas para 
todo o complexo simplesmente pelo uso de versoes alternativas de suas subunidades. 

As ubiquitinas-ligase compoem uma familia variada de complexos proteicos. Al- 
guns desses complexos sao muito maiores e mais elaborados que SCF, mas suas fungoes 
enzimaticas basicas sao conservadas (Figura 3-71D). 

Uma proteina de ligagao ao GTP ilustra como grandes 
movimentos proteicos podem ser originados 

As estruturas detalhadas determinadas para um membro da familia de proteinas de li¬ 
gagao ao GTP, a proteina EF-Tu, fornecem um bom exemplo de como alteragoes aloste- 
ricas na conformagao de proteinas podem originar grandes movimentos por meio da 
amplificagao de pequenas alteragoes conformacionais localizadas. Como sera discutido 
no Capitulo 6, a EF-Tu e uma molecula abundante que serve como um fator de alon- 
gamento (EF, elongation factor) na smtese de proteinas, levando cada aminoacil-tRNA 
(RNA transportador) para o ribossomo. EF-Tu contem um dominio semelhante a Ras 
(ver Figura 3-67), e a molecula de tRNA forma um complexo de alta afinidade com a 
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Figura 3-72 Grande mudanga conformacional da EF-Tu causada pela hidrolise de GTP. (A e B) Estrutura tridimensional de EF-Tu ligada ao GTP. 0 dominio 
na parte superior da figura tern uma estrutura similar a da proteina Ras, e sua a-helice em vermelho e a helice "interruptora", que se move apos a hidrolise do 
GTP. (C) A alteragao na conformagao da helice "interruptora" do dominio 1 permite que os dominios 2 e 3 girem como uma unidade, cerca de 90° na diregao 
do observador, o que libera o tRNA, ligado a estrutura (ver tambem Figura 3-73). (A, adaptada de H. Berchtold et al., Nature 365:126-132, 1993. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd. B, cortesia de Mathias Sprinzl e Rolf Hilgenfeld. Codigo PDB: 1 EFT.) 


forma ligada ao GTP. Essa molecula de tRNApode transferir seu aminoacido a cadeia po- 
lipeptidica nascente apenas apos a hidrolise e dissociagao do GTP ligado a EF-Tu. Uma 
vez que essa hidrolise de GTP e induzida por um ajuste proprio do tRNA a molecula de 
RNA mensageiro (mRNA) no ribossomo, a EF-Tu serve como um fator de discriminagao 
entre pareamentos corretos e incorretos de mRNA e tRNA (ver Figura 6-65). 

Pela comparagao da estrutura tridimensional de EF-Tu em suas formas ligadas a 
GTP e a GDP, podemos ver como acontece o reposicionamento do tRNA. A dissociagao do 
grupo P i; que ocorre na reagao GTP -> GDP + P i; causa a mudanga de alguns decimos de 
nanometros no sitio de ligagao de GTP, assim como o faz na proteina Ras. Esse sutil movi- 
mento, equivalente a algumas vezes o diametro de um atomo de hidrogenio, causa uma 
mudanga conformacional que se propaga ao longo de um segmento crucial de a-helice, 
chamado de helice interruptora, no dommio do tipo Ras da proteina. A helice interruptora 
parece servir como uma dobradiga que se liga a um sitio especifico de outro dommio da 
molecula, mantendo a proteina em uma “conformagao fechada” A mudanga conforma¬ 
cional desencadeada pela hidrolise de GTP promove a dissociagao da helice interruptora, 
permitindo que os dominios separados da proteina possam se afastar, em uma distancia 
de cerca de 4 nm (Figura 3-72). Isso libera a molecula de tRNA, possibilitando que o ami¬ 
noacido ligado a ela seja utilizado (Figura 3-73). 

Pode-se observar, por esse exemplo, como as celulas exploram uma simples mu¬ 
danga quimica que ocorre na superficie de um pequeno dommio proteico para criar um 
movimento 50 vezes maior. As mudangas conformacionais drasticas desse tipo tambem 
ocorrem nas proteinas motoras, como discutiremos a seguir. 

As proteinas motoras geram grandes movimentos nas celulas 

Ja vimos como mudangas conformacionais nas proteinas tern um papel central na regu- 
lagao de enzimas e na sinalizagao celular. Vamos discutir agora as proteinas cuja fungao 
principal e mover outras moleculas. Essas proteinas motoras geram as forgas responsa- 
veis pela contragao muscular e tambem pelos movimentos celulares como rastejamento 
e nado. As proteinas motoras tambem realizam movimentos sutis no interior das celulas: 
ajudam a mover os cromossomos para os polos opostos da celula durante a mitose (dis- 
cutido no Capitulo 17), movimentam organelas ao longo de trilhas moleculares dentro da 
celula (discutido no Capitulo 16) e deslocam enzimas ao longo da fita de DNA durante a 
sintese de uma nova molecula de DNA (discutido no Capitulo 5). Todos esses processos 
fundamentais dependem de proteinas que operam como maquinas geradoras de forga. 

Como essas maquinas trabalham? Em outras palavras, como as celulas utilizam 
mudangas na forma das proteinas para gerar movimentos ordenados? Se, por exemplo, 
uma proteina precisa mover-se ao longo de uma linha estreita como a fita de DNA, ela 
podera faze-lo passando por uma serie de mudangas conformacionais, como ilustrado 
na Figura 3-74. No entanto, sem a orientagao dessas mudangas em uma sequencia orde- 


EF-Tu 



Figura 3-73 Molecula de aminoacil-tRNA 
ligada a EF-Tu. Observe que a proteina 
ligada bloqueia o uso do aminoacido ligado 
ao tRNA ( verde ) para a sintese de proteinas 
ate que hidrolise do GTP desencadeie as 
alteragoes conformacionais mostradas na 
Figura 3-72C, promovendo a dissociagao 
do complexo proteina-tRNA. EF-Tu e uma 
proteina bacteriana; entretanto, proteinas 
muito similares existem em eucariotos, nos 
quais sao chamadas de EF-1. (Animagao 
3.12) (Coordenadas determinadas por P. Nis- 
sen et al., Science 270:1464-1472, 1995. 
Codigo PDB: 1B23.) 
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Figura 3-74 Deslocamento de uma 
protema alosterica. Apesar das suas tres 
diferentes conformagoes permitirem que 
ela se mova aleatoriamente para frente e 
para tras, enquanto ligada a um filamento, 
a protefna nao pode se mover uniforme- 
mente em uma unica diregao. 


nada, elas serao perfeitamente reversiveis, e a protema podera vagar ao acaso de um lado 
para outro ao longo da linha. Podemos considerar essa situagao de outra maneira. Uma 
vez que o movimento direcionado de uma protema realiza trabalho, as leis da termodi- 
namica (discutidas no Capitulo 2) impoem que tal movimento utilize energia livre de al- 
guma outra fonte (caso contrario, a protema poderia ser utilizada como uma maquina de 
movimento continuo). Entao, sem um aporte de energia, a molecula de protema podera 
apenas vagar sem proposito. 

Como, entao, uma serie de mudangas conformacionais pode se tornar unidirecio- 
nal? Para forgar que todo o ciclo proceda em uma unica diregao, basta apenas que uma 
das mudangas conformacionais seja irreversivel. Para a maioria das protemas que sao 
capazes de se deslocar em uma diregao por longas distancias, isso e conseguido acoplan- 
do-se a mudanga conformacional a hidrolise de uma molecula de ATP fortemente liga¬ 
da a protema. Esse mecanismo e semelhante aquele ja descrito que provoca mudangas 
alostericas na forma da protema por meio da hidrolise de GTP. Uma vez que uma quan- 
tidade razoavel de energia livre e liberada quando o ATP (ou GTP) e hidrolisado, e pouco 
provavel que uma protema que liga nucleotideos sofra uma mudanga conformacional 
reversivel, ja que isso implicaria tambem na reversao da hidrolise de ATP, adicionando- 
-se um grupo fosfato ao ADP para formar ATP. 

No modelo mostrado na Figura 3-75A, a ligagao de ATP a uma protema motora 
promove a transigao da conformagao 1 para a conformagao 2. O ATP ligado e entao hi¬ 
drolisado para produzir ADP e P., causando a mudanga da conformagao 2 para a con¬ 
formagao 3. Finalmente, a liberagao do ADP e do P. para o meio leva a protema de volta 
a conformagao 1. Uma vez que a transigao 2 -> 3 e promovida pela energia derivada da 
hidrolise do ATP, essa serie de mudangas conformacionais sera efetivamente irreversivel. 
Assim, o ciclo inteiro acontecera em uma unica diregao, fazendo a protema se deslocar 
continuamente para a direita nesse exemplo. 

Diversas protemas motoras geram movimentos direcionados pelo uso de polias uni- 
direcionais, incluindo a protema motora miosina, que se desloca ao longo dos filamentos 


Figura 3-75 Como uma protema pode 
se deslocar em uma unica diregao. 

(A) Uma protefna motora alosterica ativada 
pela hidrolise de ATP. A transigao entre as 
tres conformagoes distintas inclui uma etapa 
controlada pela hidrolise de uma molecula 
de ATP ligada, gerando uma "polia unidire- 
cional" que torna todo o ciclo essencialmen- 
te irreversivel. Por meio de repetidos ciclos, a 
protefna se move continuamente para a di¬ 
reita ao longo do filamento. (B) Visualizagao 
direta de uma protefna motora miosina de 
deslocando, utilizando microscopia de forga 
atomica de alta velocidade; o tempo trans- 
corrido entre cada etapa e menor que 0,5 
segundo (ver Animagao 16.3). (B, modifica- 
da de N. Kodera et al., Nature 468:72-76, 
2010. Com permissao de Macmillan Publi¬ 
shers Ltd.) 
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de actina (Figura 3-75B), e a protema cinesina, que se desloca ao longo dos microtubulos 
(ambas discutidas no Capitulo 16). Esses movimentos podem ser rapidos: algumas protei- 
nas motoras envolvidas na replicagao de DNA (as DNA-helicases) deslocam-se ao longo da 
fita de DNA a uma velocidade equivalente a mil nucleotideos por segundo. 

Os transportadores ligados a membrana utilizam energia para 
bombear moleculas atraves das membranas 

Vimos, ate agora, como as protemas passam por alteragoes conformacionais alostericas 
e podem atuar como microprocessadores (familia de cinases Src), como fatores de asso- 
ciagao (EF-Tu), e como geradores de forga mecanica e movimento (protemas motoras). 
As protemas alostericas tambem podem usar energia derivada da hidrolise de ATP, de 
gradientes ionicos ou de processos de transporte de eletrons para bombear ions especi- 
ficos ou pequenas moleculas atraves da membrana. Iremos considerar aqui um exemplo 
que sera discutido com mais detalhes no Capitulo 11. 

Os transportadores ABC (ATP-binding cassette transporters ) sao uma importante 
classe de protemas bombeadoras ligadas a membrana. Em humanos, pelo menos 48 ge¬ 
nes codificam tais protemas. Esses transportadores agem principalmente na exportagao 
de moleculas hidrofobicas do citoplasma, atuando na remogao de moleculas toxicas na 
superficie da mucosa de celulas do trato intestinal, por exemplo, ou na barreira hematen- 
cefalica. O estudo dos transportadores ABC e de grande interesse para a area medica, pois 
a superprodugao de protemas dessa classe de transportadores contribui para a resisten- 
cia de celulas tumorais a farmacos quimioterapicos. Nas bacterias, os mesmos tipos de 
protemas atuam principalmente na captagao de nutrientes essenciais para a celula. 

Um transportador ABC tipico contem um par de dommios transmembrana ligados 
a um par de dommios de ligagao a ATP localizados logo abaixo da membrana plasmatica. 
Assim como nos exemplos discutidos anteriormente, a hidrolise das moleculas ligadas de 
ATP desencadeia alteragoes conformacionais na protema, transmitindo forgas que fazem 
o transportador mover sua molecula ligada atraves da bicamada lipidica (Figura 3-76). 

Os humanos inventaram diversos tipos de bombas mecanicas, e nao deveria ser 
surpresa que as celulas tambem contenham bombas ligadas a sua membrana que funcio- 
nam de outras maneiras. Entre as mais notaveis estao as bombas rotativas que acoplam 


Figura 3-76 O transportador ABC, uma 
maquina proteica que bombeia mole¬ 
culas atraves da membrana. 

(A) Como essa grande familia de transpor¬ 
tadores bombeia moleculas para o interior 
de uma celula bacteriana. Conforme indi- 
cado, a ligagao de duas moleculas de ATP 
induz a associagao dos dois domfnios de 
ligagao a ATP, promovendo a abertura do 
canal para a face externa da celula. 

A ligagao de uma molecula de substrato 
na face extracelular do complexo proteico 
desencadeia a hidrolise do ATP, seguida 
pela liberagao de ADP, o que abre o poro 
de acesso ao citoplasma; entao, a bomba 
retorna ao estado inicial para um novo 
ciclo. (B) Como discutido no Capitulo 11, 
em eucariotos ocorre um processo inverso, 
levando ao bombeamento das moleculas 
de substrato para fora da celula. 

(C) A estrutura do transportador ABC bac- 
teriano (ver Animagao 11.5). (C, de R.J. 
Dawson e K.P. Locher, Nature 443:180- 
185, 2006. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd; Codigo PDB: 2HYD). 


(A) TRANSPORTADOR ABC BACTERIANO 
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a hidrolise de ATP ao transporte de ions H + (protons). Essas bombas se assemelham a 
pequenas turbinas e sao usadas para acidificar o interior de lisossomos e de outras orga- 
nelas de celulas eucarioticas. Assim como outras bombas de ions que criam gradientes 
ionicos, elas podem funcionar ao contrario para catalisar a reagao ADP + P. ATP, se hou- 
ver um acentuado gradiente de ions a serem transportados atraves da membrana. 

Uma dessas bombas, a ATP-sintase, aproveita o gradiente de concentragao de protons 
produzido pelo processo de transporte de eletrons para produzir a maioria do ATP utilizado 
pelos organismos vivos. Essa bomba ubiqua tern um papel central na conversao de energia, 
e discutiremos sua estrutura tridimensional e seu mecanismo de agao no Capitulo 14. 



As proteinas frequentemente formam complexos grandes, que 
funcionam como maquinas proteicas 

As proteinas grandes, formadas por diversos dominios, sao capazes de desempenhar 
fungoes mais elaboradas que proteinas pequenas e monomericas. No entanto, os gran¬ 
des complexos proteicos, compostos por diversas proteinas unidas por meio de ligagoes 
nao covalentes, desempenham as fungoes mais impressionantes. Agora que se tornou 
possivel reconstruir a maior parte dos processos biologicos em sistemas livres de celulas 
em laboratorio, ficou claro que cada um dos principais processos de uma celula - como 
a replicagao de DNA, a sintese de proteinas, a formagao de vesiculas ou a sinalizagao 
transmembrana - e catalisado por um conjunto altamente organizado de 10 ou mais 
proteinas interligadas. Na maioria dessas maquinas proteicas, uma reagao energetica- 
mente favoravel, como a hidrolise de nucleotideos trifosfato (ATP ou GTP), induz uma 
serie ordenada de mudangas conformacionais em uma ou mais subunidades proteicas, 
permitindo ao complexo mover-se de forma coordenada. Assim, as enzimas podem ser 
posicionadas diretamente no local onde sao necessarias, conforme a maquina catalisa 
uma sucessao de reagoes (Figura 3-77). Isso e o que acontece, por exemplo, na sintese 
de proteinas em um ribossomo (discutido no Capitulo 6) ou na replicagao do DNA, em 
que um grande complexo multiproteico movimenta-se rapidamente ao longo do DNA 
(discutido no Capitulo 5). 

As celulas desenvolveram maquinas proteicas pela mesma razao que os humanos 
inventaram maquinas mecanicas e eletronicas. Para realizar qualquer tipo de tarefa, 
as etapas temporal e espacialmente coordenadas por processos interligados sao muito 
mais eficientes do que o uso sequencial de muitas ferramentas individuais. 

Proteinas de suporte concentram conjuntos de proteinas que 
interagem entre si 

Conforme os cientistas aprenderam mais sobre os detalhes da biologia celular, eles reconhe- 
ceram o crescente grau de sofisticagao da quimica celular. Nao apenas sabemos que as ma¬ 
quinas proteicas desempenham papeis essenciais, mas tambem se tornou claro que elas es- 
tao frequentemente localizadas em pontos especificos no interior da celula, associando-se 
e tornando-se ativas apenas no local e no momento em que sao necessarias. Por exemplo, 
quando moleculas de sinalizagao extracelular se ligam a proteinas receptoras na membrana 
plasmatica, os receptores ativados com frequencia recrutam um conjunto de proteinas para 
a superficie interna da membrana plasmatica, formando um grande complexo proteico que 
e responsavel pela transmissao dos sinais recebidos (discutido no Capitulo 15). 

Esses mecanismos frequentemente envolvem proteinas de suporte estrutural. 
Essas proteinas possuem sitios de ligagao para diversas outras proteinas, e atuam como 
elemento de conexao para conjuntos especificos de proteinas que interagem entre si e as 
mantem em locais especificos no interior da celula. Um exemplo sao as proteinas de su¬ 
porte rigidas, como a culina na ubiquitina-ligase SCF (ver Figura 3-71). Outro exemplo 

Figura 3-77 Como as "maquinas proteicas" realizam fungoes complexas. Essas 
maquinas sao compostas por proteinas individuais que atuam em conjunto para desem¬ 
penhar uma atividade especifica (Anima^ao 3.13). 0 movimento dessas proteinas e 
frequentemente coordenado pela hidrolise de um nucleotideo ligado, como ATP ou GTP. 

Alteragoes conformacionais alostericas direcionais de proteinas controladas dessa manei- 
ra frequentemente ocorrem em grandes complexos proteicos onde a atividade de diver¬ 
sas moleculas proteicas distintas e coordenada pelos movimentos internos do complexo. 
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sao as grandes protelnas de suporte flexiveis que frequentemente revestem regibes espe- 
cializadas da membrana plasmatica. Esse exemplo inclui a protema Disc-large (Dig), uma 
protema com cerca de 900 aminoacidos que esta presente em alta concentragao logo abai- 
xo de regioes especializadas da membrana plasmatica de celulas epiteliais e nas sinapses. 
A Dig possui sitios de ligagao para pelo menos sete outras protelnas, distribuldos entre 
regioes mais flexiveis da cadeia polipeptldica. Ela e uma protema antiga e conservada em 
diversos organismos como esponjas, vermes, moscas e humanos. O nome Dig e deriva- 
do do fenotipo mutante do organismo em que foi inicialmente descoberto: as celulas dos 
discos imaginais do embriao de Drosophila com o gene mutante Dig nao param de se pro- 
liferar no momento adequado, produzem discos imaginais anomalos e maiores do que a 
estrutura normal e suas celulas epiteliais podem originar tumores. 

Embora ainda nao tenha sido estudada em detalhes, acredita-se que Dig e um 
grande numero de protelnas de suporte similares exergam sua fungao como a protema 
representada esquematicamente na Figura 3-78. Por meio da ligagao de um conjunto 
especlfico de protelnas que interagem entre si, essas protelnas de suporte podem au- 
mentar a velocidade de reagoes essenciais e, ao mesmo tempo, confinar essas enzimas 
a regioes especlficas das celulas. Por razoes semelhantes, as celulas tambem utilizam 
moleculas de RNA de suporte, conforme discutido no Capltulo 7. 


Figura 3-78 Como a proximidade 
promovida pelas proteinas de suporte 
pode acelerar a velocidade de reagoes 
nas celulas. Neste exemplo, longas 
regioes nao organizadas da cadeia polipep¬ 
tldica em uma grande protefna de suporte 
conectam uma serie de domfnios organi- 
zados que ligam um conjunto de proteinas 
que reagem entre si. As regioes nao orga¬ 
nizadas servem como conexoes flexiveis 
que aumentam a velocidade das taxas de 
reagao por causarem colisoes rapidas e 
aleatorias entre todas as proteinas ligadas 
a protefna de suporte. (Para exemplos 
especfficos de proteinas de conexao, ver 
Figura 3-54 e Figura 16-18; para moleculas 
de suporte de RNA, ver Figura 7-49B.) 


Varias proteinas sao controladas por modificagoes covalentes que 
as mantem em locais especfficos no interior da celula 

Ate agora descrevemos apenas algumas maneiras pelas quais as protelnas podem ser mo- 
dificadas apos a tradugao. Um grande numero de outras modificagbes tambem ocorre, 
sendo conhecidos mais de 200 tipos distintos. Para dar uma ideia dessa variedade, a Ta- 
bela 3-3 apresenta alguns grupos modificadores com papel regulador conhecido. Assim 


H Algumas moleculas ligadas covalentemente a proteinas regulam a 
fungao proteica 

Grupo modificador Algumas fungoes predominantes 

Fosfato em resfduos de 
serina, treonina ou tirosina 

Promove a associagao da protefna em complexos proteicos maiores 
(ver Figura 15-11) 

Metila em resfduos de lisina 

Ajuda a estabelecer regioes especfficas da cromatina pela formagao 
de mono, di ou trimetilisinas nas histonas (ver Figura 4-36) 

Acetila em resfduos de lisina 

Ajuda a ativar genes na cromatina pela modificagao de histonas 
(ver Figura 4-33) 

Grupos palmitil em resfduos 
de cistefna 

A adigao desse acido graxo promove a associagao da protefna a 
membrana (ver Figura 10-18) 

/V-acetilglicosamina em 
resfduos de serina ou treonina 

Controla a atividade enzimatica e expressao genica na homeostasia 
da glicose 

Ubiquitina em resfduos de 
lisina 

A adigao de uma ubiquitina regula o transpose de proteinas de 
membrana em vesfculas (ver Figura 13-50) 

Uma cadeia poliubiquitina marca uma protefna para a degradagao 
(ver Figura 3-70) 


A ubiquitina e um polipeptfdeo de 76 aminoacidos; existem pelo menos 10 outras enzimas semelhantes a ubiquiti- 
na nas celulas de mamfferos. 
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Figura 3-79 Modifica^ao de proteinas 
em multiplos locais e seus efeitos. 

(A) Uma proteina que apresente mais de 
uma modificagao pos-tradugao por adigao 
em mais de uma das suas cadeias laterals 
de aminoacidos pode ser considerada 
uma proteina que apresenta urn codigo 
combinatorio regulador. Grupos modifi- 
cadores sao adicionados (e removidos) em 
multiplos dominios de uma proteina por 
meio de redes de sinalizagao, e o codigo 
combinatorio regulador resultante e inter- 
pretado para alterar o comportamento de 
uma celula. (B) 0 padrao de algumas das 
modificagoes covalentes da proteina p53. 
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como na adigao de grupos fosfato e ubiquitina, descritos anteriormente, esses grupos sao 
adicionados e removidos das proteinas de acordo com as necessidades da celula. 

Sabe-se que um grande numero de proteinas e modificado em mais de uma cadeia 
lateral de aminoacido, com diferentes eventos reguladores causando diferentes padroes 
dessas modificagoes. Um exemplo notorio e a proteina p53, que tern papel central no 
controle da resposta celular a circunstancias adversas (ver Figura 17-62). Atraves de um 
entre quatro tipos diferentes de adigoes moleculares, essa proteina pode ser modifica- 
da em 20 sitios distintos. Como e possivel um enorme numero de combinagoes dessas 
20 modificagoes distintas, o comportamento da proteina pode, em principio, ser alterado 
de diversas formas. Essas modificagoes com frequencia dao origem a sitios de ligagao na 
proteina modificada e promovem a sua ligagao a uma proteina de suporte em um local 
especifico da celula, conectando a proteina modificada, por meio da proteina de supor¬ 
te, a outras proteinas necessarias a uma reagao em um determinado local. 

Cada conjunto de modificagoes covalentes em uma proteina pode ser considerado 
um codigo combinatorio regulador. Grupos modificadores especificos sao adicionados 
ou removidos da proteina em resposta a sinais, e esse codigo modifica, entao, as pro- 
priedades da proteina - alterando sua atividade ou estabilidade, a sua ligagao a outras 
moleculas e/ou a sua localizagao especifica no interior da celula (Figura 3-79). Conse- 
quentemente, a celula consegue responder de forma rapida e com grande versatilidade 
as alteragoes nas suas condigoes ou no ambiente. 

Uma complexa rede de interagoes de proteinas e a base da 
fungao celular 

Os biologos celulares enfrentam diversos desafios na era atual rica em informagoes, nas 
quais um grande numero de sequencias genomicas completas e conhecido. Um desafio 
e a necessidade de dissecar e reconstruir cada uma das milhares de maquinas protei- 
cas que existem em um organismo como o nosso. Para entender esses notaveis com¬ 
plexes proteicos, cada um precisara ser reconstituido a partir de suas partes proteicas 
purificadas - para que possamos estudar detalhadamente, em um tubo de ensaio e sob 
condigoes controladas, seu modo de operagao, livre de todos os outros componentes da 
celula. Essa e uma tarefa ardua. Mas agora sabemos que cada um desses subcomponen- 
tes de uma celula tambem interage com outras macromoleculas, criando uma grande 
rede de interagoes protema-protema e protema-acidos nucleicos por toda a celula. Para 
entender a celula, entao, sera necessario analisar a maioria dessas outras interagoes. 
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Podemos ilustrar a ideia da complexidade das redes proteicas intracelulares com 
um exemplo particularmente bem estudado, descrito no Capitulo 16: as varias dezenas 
de protemas que interagem com o citoesqueleto de actina para controlar o comporta- 
mento dos filamentos de actina (ver Painel 16-3, p. 906). 

A extensao de tais interagoes proteina-protema tambem pode ser estimada de uma 
forma mais geral. Uma grande quantidade de informagoes valiosas esta, agora, disponi- 
vel livremente na internet em bancos de dados de protemas: dezenas de milhares de es- 
truturas tridimensionais de protemas e milhoes de sequencias de protemas derivadas de 
sequencias de nucleotideos de genes. Os cientistas tern desenvolvido novos metodos 
de mineragao de dados dessa grande fonte para aumentar nossa compreensao das celu- 
las. Em particular, ferramentas de bioinformatica tern sido combinadas com tecnologias 
de robotica, entre outras, para permitir que milhares de protemas sejam investigadas em 
um unico conjunto de experimentos. Proteomica e o termo utilizado para descrever tais 
pesquisas focadas em analises de protemas em larga escala, em analogia ao termo gend- 
mica, utilizado para descrever a analise em larga escala de sequencias de DNA e de genes. 

Um metodo bioquimico baseado na marcagao por afinidade e espectroscopia de 
massa tern se mostrado especialmente util para a determinagao de interagoes diretas 
de ligagao entre diversas protemas distintas em uma celula (discutido no Capitulo 8). Os 
resultados sao tabulados e organizados em bancos de dados disponiveis na internet. Isso 
permite que um biologo celular que esteja estudando um pequeno conjunto de protemas 
descubra facilmente quais outras protemas na mesma celula ligam e interagem com o 
conjunto de protemas em estudo. Quando representadas graficamente em um map a de 
interagao de protemas , cada proteina aparece como um retangulo ou um ponto na rede 
bidimensional, com uma linha reta conectando as protemas que se ligam uma a outra. 

Quando centenas ou milhares de protemas sao representadas no mesmo mapa, a 
rede de conexoes se torna extremamente complicada, ilustrando o grande desafio que e 
a compreensao da celula para os cientistas (Figura 3-80). Os mapas menores, subsegoes 
dos mapas citados anteriormente, focados em algumas protemas de interesse, sao muito 
mais uteis. 

Descrevemos anteriormente a estrutura e o modo de agao da ubiquitina-ligase 
SCF, utilizando-a como exemplo para ilustrar como os complexos proteicos sao forma- 
dos por partes intercambiaveis (ver Figura 3-71). A Figura 3-81 mostra a rede de intera- 
goes proteina-protema para cinco das protemas que compoem esse complexo proteico 
em uma celula de levedura. Quatro das subunidades que fazem parte da ligase estao 
localizadas no canto inferior direito da figura. A subunidade restante, a proteina F-box, 
que atua como o brago de ligagao do substrato, aparece como o conjunto de 15 produtos 
de diferentes genes que se ligam a proteina adaptadora 2 (a proteina Slcpl). Ao longo da 
parte superior e a esquerda da figura estao os conjuntos adicionais de interagoes protei¬ 
cas, marcados com sombreamento amarelo e verde: conforme indicado, esses conjuntos 
de protemas atuam na origem da replicagao do DNA, no controle do ciclo celular, na 
smtese da metionina, no cinetocoro e na formagao da ATPase-H + vacuolar. Utilizaremos 
essa figura para explicar como tais mapas de interagoes de protemas sao utilizados, o que 
eles significam e o que nao significam. 



Figura 3-80 Rede de interagoes protefna- 
-proteina em uma celula de levedura. Cada 
linha que conecta dois pontos (protemas) indica 
uma interagao proteina-protema. (De A. Gui- 
mera e M. Sales-Pardo, Mol. Syst. Biol. 2:42, 
2006. Com permissao de Macmillan Publishers 
Ltd.) 


1. Mapas de interagoes de protemas sao uteis para a identificagao de fungoes corre- 
latas de protemas ainda nao caracterizadas. Por exemplo, os produtos dos genes 
cuja existencia foi apenas inferida ate agora, a partir da sequencia genomica de le- 
veduras, que sao as tres protemas na figura que nao apresentam abreviagao de tres 
letras (letras brancas, comegando com Y). As tres protemas restantes no diagrama 
sao protemas F-box que ligam Skpl e provavelmente fazem parte da ubiquitina-li¬ 
gase, atuando como bragos de ligagao de substrato, reconhecendo diferentes alvos 
proteicos. No entanto, como discutiremos a seguir, nenhuma dessas inferences 
pode ser considerada correta sem dados adicionais. 

2. Redes de interagoes de protemas devem ser interpretadas com cuidado, pois, como 
a evolugao utiliza a informagao genetica de um organismo de maneira eficiente, a 
mesma proteina pode fazer parte de complexos proteicos distintos, com diferen¬ 
tes tipos de fungoes. Dessa forma, apesar de a proteina A se ligar a proteina B e a 
proteina B se ligar a proteina C, as protemas A e C nao necessariamente atuam no 
mesmo processo. Por exemplo, sabemos, a partir de estudos bioquimicos detalha- 
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Figura 3-81 Mapa de algumas interagoes protema-protema da ubiquitina-ligase SCF e outras protemas na levedura S. cerevisiae. Os simbolos e/ou 
as cores utilizados para as cinco protefnas da ligase sao os mesmos utilizados na Figura 3-71. Observe que 15 protefnas F-box diferentes sao mostradas ( roxo); 
aquelas em letras brancas (comegando com Y) sao conhecidas a partir da sequencia genomica como ORFs (open reading frames). Para detalhes adicionais, con¬ 
sular o texto. (Cortesia de Peter Bowers e David Eisenberg, UCLA-DOE Institute for Genomics and Proteomics, UCLA.) 

dos, que as fungoes da protema Skpl no cinetocoro e na formagao da ATPase-H + 
vacuolar (sombreado amarelo) sao independentes da sua fungao na ubiquitina- 
-ligase SCR De fato, apenas as tres fungoes restantes da Skpl ilustradas no dia- 
grama - smtese de metionina, regulagao do ciclo celular e origem de replicagao 
[sombreado verde) - envolvem ubiquitinagao. 

3. Em comparagoes entre especies, e provavel que as protemas que apresentam 
padroes de interagoes similares nos dois mapas de interagoes tenham a mesma 
fungao na celula. Dessa forma, conforme os cientistas geram mapas mais e mais 
detalhados para diversos organismos, esses resultados se tornarao cada vez mais 
uteis na inferencia de fungoes de protemas. As comparagoes desses mapas serao 
ferramentas particularmente importantes para decifrar as fungoes das protemas 
humanas, pois uma vasta quantidade de informagoes sobre as fungoes de protei- 
nas podem ser obtidas por meio da engenharia genetica, mutagoes e analises ge- 
neticas de organismos experimentais - como leveduras, vermes e moscas - que 
nao sao possiveis em organismos humanos. 

O que o futuro reserva? O mirnero de protemas diferentes em uma celula huma- 
na provavelmente esta na ordem de 10 mil, cada uma interagindo com 5 a 10 parceiros 
distintos. Apesar do grande progresso recente, ainda nao e possivel afirmar que mesmo 
as celulas mais simples sao compreendidas, como a bacteria Mycoplasma, que possui 
apenas cerca de 500 genes (ver Figura 1-10). Como podemos, entao, ter esperangas de 
compreender uma celula humana? E obvio que novos metodos bioquimicos serao es- 
senciais, no sentido que cada protema em um conjunto de protemas que interagem en- 
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tre si devera ser purificada e ter suas propriedades quimicas e suas interagoes estudadas 
em tubos de ensaio. Alem disso, ferramentas com maior capacidade de analise de redes 
de interagao serao necessarias, baseadas em modelos matematicos e computacionais 
ainda nao desenvolvidos, como sera enfatizado no Capitulo 8. Existem muitos e instigan- 
tes desafios ainda remanescentes para as futuras geragoes de biologos celulares. 

Resumo 

As proteinas podem formar dispositivos quimicos bastante sofisticados, cujas fungoes 
dependem, em grande parte, das propriedades quimicas detalhadas de sua superficie. 
Os sitios de ligagao para ligantes saoformados nas cavidades da superficie, nas quais es- 
tao precisamente posicionadas cadeias laterais de aminoacidos arranjadas a partir do 
enovelamento da proteina. Da mesma maneira, cadeias laterais de aminoacido normal- 
mente nao reativas podem ser ativadas, sendo, entao, capazes de formar e romper liga- 
goes covalentes. As enzimas sao proteinas cataliticas que aceleram muito as reagoes pela 
ligagao ao estado de transigao de alta energia para uma reagao especifica; elas tambem 
executam de forma simultanea catalise acida e basica. As taxas de reagoes de enzimas sao, 
com frequencia, tao rapidas que sao limitadas apenas pela difusao. Velocidades de reagao 
podem, entao, ser aumentadas apenas se as enzimas atuarem de modo sequencial em um 
substrato ligado a um complexo multienzimatico, ou se as enzimas e seus substratos esti- 
verem ligados a proteinas de suporte; ou ainda, limitadas em um mesmo compartimento 
celular. 

As proteinas mudam reversivelmente sua forma quando ligantes ligam-se a sua 
superficie. As mudangas alostericas na conformagao da proteina, produzidas por um li- 
gante, afetam a ligagao de um segundo ligante, e esse acoplamento entre os dois ligantes 
ao sitio de ligagao prove um mecanismo crucial para regular os processos da celula. Por 
exemplo, as vias metabolicas sao controladas pela regulagao por retroalimentagao: algu- 
mas moleculas pequenas inibem e outras ativam enzimas da via. As enzimas controladas 
dessa forma geralmente constituem complexos simetricos, empregando mudangas confor- 
macionais cooperativas para criar uma subita resposta a mudangas nas concentragoes do 
ligante que as regulam. 

As mudangas na conformagao das proteinas podem ser induzidas de maneira uni- 
direcional pela liberagao de energia quimica. Nas mudangas alostericas acopladas a hi- 
drolise de ATP, por exemplo, as proteinas podem realizar trabalho, gerando uma forga 
mecanica ou movimentando-se por longas distancias em uma unica diregao. As estruturas 
tridimensionais de proteinas tern revelado como uma pequena mudanga local causada 
pela hidrolise de um nucleotideo trifosfato e amplificada para criar mudangas maiores 
em outro local na proteina. Isso significa que essas proteinas podem atuar como dispositi¬ 
vos de ativagao-inativagao que transmitem informagao, comofatores de associagao, como 
motores ou como bombas ligadas a membranas. Maquinas proteicas altamente eficientes 
saoformadas pela incorporagao de muitas moleculas de proteinas diferentes em grandes 
complexos que coordenam os movimentos alostericos dos componentes individuals. Esses 
complexos desempenham a maior parte das reagoes essenciais em uma celula. 

As proteinas sao alvo de diferentes modificagoes pos-tradugao, como a adigao co- 
valente de um grupo fosfato ou de um grupo acetila a cadeia lateral de um aminoacido 
especifico. A adigao desses grupos modificadores e utilizada para regular a atividade da 
proteina, alterando sua conformagao, sua ligagao a outras proteinas e sua localizagao na 
celula. Uma proteina tipica em uma celula ira interagir com mais de outras cinco pro¬ 
teinas. Com ajuda da protedmica, os bidlogos podem analisar milhares de proteinas em 
um unico conjunto de experimentos. Um resultado importante e a produgao de mapas 
detalhados de interagoes proteicas que almejam descrever todas as interagoes de ligagao 
entre milhares de proteinas distintas de uma celula. No entanto, a compreensao desses 
mapas requer novos metodos bioquimicos, pelos quais pequenos conjuntos de proteinas 
que interagem entre si possam ser purificados e caracterizados em detalhes. Alem disso, 
novos metodos computacionais serao necessarios para a analise desse grande volume de 
dados complexos. 


OQUE NAO SABEMOS 

• Quais sao as fungoes das cadeias 
polipeptidicas nao enoveladas, en- 
contradas em quantidade surpre- 
endentemente alta nas proteinas? 

• Quantos tipos de fungoes protei¬ 
cas ainda nao sao conhecidos? 
Quais sao os metodos mais pro- 
missores para a sua descoberta? 

• Quando os cientistas serao capa¬ 
zes de, a partir de uma sequencia 
de aminoacidos, determinar a 
estrutura tridimensional de uma 
proteina e suas propriedades qui¬ 
micas? Quais sao as informagoes 
essenciais necessarias para se atin- 
gir esse objetivo? 

• Existem meios para determinar de- 
talhadamente a fungao de maqui¬ 
nas proteicas que nao requerem a 
purificagao de cada um dos seus 
componentes, em grande quan¬ 
tidade, para que as fungoes do 
complexo proteico possam ser re- 
constituidas e estudadas utilizan- 
do metodos quimicos em tubos de 
ensaio? 

• Quais sao as fungoes de dezenas 
de tipos de modificagoes covalen¬ 
tes distintas de proteinas que sao 
conhecidas, alem das modifica¬ 
goes listadas na Tabela 3-3? Quais 
sao essenciais para o funciona- 
mento celular e por que? 

• Por que amiloides sao toxicos para 
as celulas e como contribuem 
para doengas neurodegenerativas, 
como o mal de Alzheimer? 
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Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

3-1 Cada fita em uma folha p e uma helice com dois ami¬ 
noacidos por volta. 

3-2 Regioes de protemas intrinsecamente desordenadas 
podem ser identificadas com a utilizagao de metodos de bio- 
informatica que identificam genes que codificam sequencias 
de aminoacidos que possuem alto conteudo hidrofobico e 
baixa carga. 

3-3 As algas dos polipeptideos que se projetam da super- 
ficie da protema frequentemente formam sitios de ligagao 
para outras moleculas. 

3-4 Uma enzima atinge a velocidade maxima em altas con- 
centragoes de substrato, pois ela tern um numero fixo de si¬ 
tios ativos onde o substrato pode se ligar. 

3-5 Altas concentragoes de enzima acarretam um maior 
numero de turnover. 

3-6 Enzimas que passam por transigoes alostericas coope- 
rativas sao invariavelmente compostas por multiplas subu- 
nidades organizadas de modo simetrico. 

3-7 A adigao e a remogao continua de fosfatos pelas prote- 
mas-cinase e fosfatase e um gasto de energia - uma vez que 
sua agao combinada consome ATP mas e uma consequen- 
cia necessaria da regulagao efetiva por fosforilagao. 

Discuta as questdes a seguir. 

3-8 Considere a seguinte afirmagao. "Para produzir uma 
molecula de cada tipo possivel de cadeia polipeptidica, de 
300 aminoacidos de comprimento, seriam necessarios mais 
atomos do que os que existem no universo." Dado o tama- 
nho do universo, voce acha que essa afirmagao e correta? 
Uma vez que contar atomos e bastante complicado, con¬ 
sidere o problema do ponto de vista das massas. A massa 
observavel do universo e estimada em cerca de 10 80 gramas, 
com uma ordem de grandeza a mais ou a menos. Assumin- 
do que a massa media de um aminoacido e de 110 daltons, 
qual seria a massa de uma das cadeias polipeptidicas possi- 
veis de 300 aminoacidos? O valor final e maior que a massa 
do universo? 

3-9 Uma estrategia comum para a identificagao de protei- 
nas com relagao distante e a busca em bancos de dados uti- 
lizando sequencias de assinatura que indicam uma fungao 
proteica em particular. Por que e melhor fazer essa busca 
com uma sequencia curta do que com uma sequencia longa? 
Havera mais chances de encontrar um hit no banco de dados 
com a sequencia longa? 

3-10 Os motivos estruturais chamados de ketch sao com- 
postos por quatro fitas de folhas |3 organizadas na forma das 
laminas de uma helice propulsora. Esse motivo e observado 
em repetigoes de 4 a 7 vezes, formando uma p-helice, ou do- 
minio de repetigao ketch, em protemas compostas por mul¬ 
tiplas subunidades. Um desses dommios de repetigao ketch 
esta representado na Figura Q3-1. Voce o classificaria como 
um dominio do tipo linear ou de encaixe? 


Figura Q3-1 0 dominio 
repetido kelch da enzima 
galactose oxidase de 
D. dendroides. As sete 
laminas individuals da 
p-helice propulsoras estao 
representadas em cores 
distintas e indicadas. As 
porgoes N-terminal e 
C-terminal sao indicadas 
por N e C. 


3-11 A titina, com massa molecular de aproximadamente 
3 x 10 6 daltons, e o maior polipeptideo ja descrito. Moleculas 
de titina se estendem dos filamentos finos musculares ate a 
placa Z, onde agem como molas para manter os filamentos 
finos centrados nos sarcomeros. A titina e composta por um 
grande numero de sequencias de 89 aminoacidos de imuno- 
globulinas (Ig) repetidas, cada uma enovelada em um domi¬ 
nio de cerca de 4 nm de extensao (Figura Q3-2A). 

Digamos que voce desconfie que esse comportamen- 
to de mola da titina e causado pela perda sequencial de sua 
estrutura (e enovelamento) dos dommios Ig individuais. 
Voce testa essa hipotese utilizando um microscopio de forga 
atomica, que permite segurar uma terminagao da molecula 
proteica e puxa-la com uma forga mensurada com precisao. 
Para um fragmento de titina contendo sete repetigoes do do- 
minio Ig, esse experimento forneceu uma curva de forga ver¬ 
sus extensao com diversos picos, mostrada na Figura Q3-2B. 
Se o experimento for repetido em uma solugao de ureia 8 M 
(um desnaturante de protemas), os picos desaparecem e a 
extensao medida se torna muito maior para a mesma forga 
aplicada. Se o experimento e repetido apos a protema ter 
sido interligada com um tratamento com glutaraldeido, mais 
uma vez os picos desaparecem, mas a extensao se torna mui¬ 
to menor para a mesma forga aplicada. 

(A) 

(B) 
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Figura Q3-2 0 comportamento de mola da titina. (A) Estrutura de um do¬ 
minio Ig individual. (B) Forga em piconewtons versus extensao em nanome¬ 
tros, obtida por microscopia de forga atomica. 

A. Os dados sao consistentes com a sua hipotese de que o 
comportamento de mola da titina se deve a perda sequen- 
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cial da estrutura dos dommios Ig individuals? Explique seu 
raciocmio. 

B. A extensao de cada evento de desenovelamento dos do¬ 
mmios tern a magnitude esperada? (Em uma cadeia polipep- 
tidica estendida, os aminoacidos sao separados por interva- 
los de 0,34 nm.) 

C. Por que cada pico na Figura Q3-2B e um pouco maior 
que o pico anterior? 

D. Por que a forga diminui tao abruptamente apos cada 
pico? 

3-12 O virus do sarcoma de Rous (RSV, Rous sarcoma vi¬ 
rus) possui um oncogene denominado Src, que codifica 
uma tirosina-cinase continuamente ativa que induz a pro¬ 
liferagao celular sem controle. Normalmente, a Src carrega 
um grupo acido graxo (miristoilato) ligado que permite sua 
ligagao a face citoplasmatica da membrana plasmatica. Uma 
versao mutante da Src nao permite a ligagao do miristoilato e 
nao se liga a membrana. A infecgao de celulas com RSV que 
codifica tanto a protema Src normal quanto a mutante induz 
o mesmo aumento da atividade da protema tirosina-cinase, 
mas a mutante Src nao causa a proliferagao celular. 

A. Assumindo que todas as protefnas Src normais estao 
ligadas a membrana plasmatica e que a forma mutante Src 
esta distribuida no citosol, calcule suas concentragoes re- 
lativas nas adjacencias da membrana plasmatica. Para esse 
calculo, assuma que a celula e uma esfera com raio (r) igual 
a 10 pm, e que a protema mutante Src esta distribuida na ce¬ 
lula, enquanto a protema normal Src esta confinada a uma 
camada de 4 nm de espessura adjacente a membrana. (Para 
este problema, considere que a membrana nao tern espessu¬ 
ra. O volume da esfera e [4/3]Ttr 3 .) 

B. O alvo (X) para a fosforilagao mediada pela Src esta lo- 
calizado na membrana. Explique por que a protema mutante 
Src nao induz a proliferagao celular. 

3-13 Um anticorpo se liga a outra protema com uma 
constante de equilibrio, K, igual a 5 x 10 9 M" 1 . Quando se 
liga a uma segunda protema relacionada, ele forma tres li- 
gagoes de hidrogenio a menos, reduzindo sua afinidade de 
ligagao em 11,9 kj/mol. Qual e o valor de iCpara a ligagao 
da segunda protema? (A variagao de energia livre esta rela¬ 
cionada com a constante de equilibrio por meio da equa- 
9 &o A G° = -2,3 i?riog K, onde Re 8,3 x 1(T 3 kJ/(mol K) e T 
e310K.) 

3-14 A protema SmpB se liga a tipos especiais de tRNA, 
tmRNA, para eliminar protefnas incompletas feitas a par- 
tir de moleculas de mRNA truncadas em bacterias. Se a li¬ 
gagao da SmpB ao tmRNA for representada graficamente 
como a fragao de tmRNA ligado versus a concentragao de 
SmpB, obtem-se uma curva simetrica em forma de S, con- 
forme mostrado na Figura Q3-3. Essa curva e a demonstra- 
gao visual de uma relagao bastante util entre K d e concen¬ 
tragao, tendo uma grande aplicabilidade. A expressao geral 
para a fragao de ligante ligado e derivada da equagao para 
K d ( K d = [Pr] [L]/[Pr - L]), pela substituigao de ([L] T0T - [L]) 
por [Pr - L] e rearranjo. Como a concentragao total de ligan¬ 
te ([L] tot ) e igual a concentragao de ligante livre ([L]) mais 


o ligante ligado ([Pr - L]), a fragao ligada e = [Pr-L]/[L] T0T = 
[Pr]/([Pr] +K d ) 



Para SmpB e tmRNA, a fragao ligada = [SmpB-tmRNA]/ 
[tmRNA] T0T = [SmpB]/([SmpB] + K d ). Utilizando essas rela- 
goes, calcule a fragao de tmRNA ligada para concentragoes 
de SmpB iguais a 10 A K d , 10 3 K d , 10 2 K d , lO 1 ^, K d , 10 1 K d , 
10 - 2 K d , 10 - 3 K a , e 10 ’a;,. 

3-15 Diversas enzimas seguem a cinetica simples de 
Michaelis-Menten; que pode ser resumida pela equagao 

velocidade = V mill [S]/([S] + K m ) 

onde V mdx = velocidade maxima, [S] = concentragao de subs- 
trato, eK m = constante de Michaelis. 

E instrutivo testar diferentes valores de [S] na equagao 
para ver como a velocidade e afetada. Quais os valores da ve¬ 
locidade de reagao para [S] igual a zero, igual ao K m e igual a 
concentragao infinita? 

3-16 A enzima hexocinase adiciona um fosfato a D-glicose, 
mas ignora a sua imagem especular, a L-glicose. Suponha 
que voce seja capaz de sintetizar uma hexocinase totalmente 
a partir de d- aminoacidos, que sao a imagem especular dos 
L-aminoacidos. 

A. Assumindo que uma enzima “D” ira se enovelar em 
uma conformagao estavel, qual relagao voce esperaria com 
a enzima “L” normal? 

B. Voce acha que uma enzima “D” ira adicionar um fosfato 
a L-glicose e ignorar a D-glicose? 

3-17 Como voce acha que uma molecula de hemoglobina 
e capaz de ligar de maneira eficaz o oxigenio nos pulmoes e 
libera-lo tambem com alta eficiencia nos tecidos? 

3-18 A sintese de nucleotideos de purina AMP e GMP 
ocorre pela ramificagao da via que comega com ribose-5- 
-fosfato (R5P), conforme mostrado esquematicamente na 
Figura Q3-4. Utilizando os principios de inibigao por retro- 
alimentagao, proponha uma estrategia reguladora para essa 
via de forma a garantir quantidades suficientes de AMP e 
GMP e minimizar a sintese de intermediaries (A-/) quando 
houver quantidades adequadas de AMP e GMP. 

F —► G— ► AMP 

R5P —► A —► B —► C —► D —► E 

H — ► / -►IGMP 

Figura Q3-4 Representagao esquematica da via metabolica de sintese de 
AMP e GMP a partir de R5P. 
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DNA, cromossomos e 
genomas 


CAPITULO 

4 


A vida depende da capacidade das celulas de armazenar, recuperar e traduzir as instru- 
goes geneticas necessarias para manter o organismo vivo. Essa informagao hereditaria e 
passada de uma celula as suas celulas-filhas durante a divisao celular, e de uma geragao 
de um organismo a outra, por meio de celulas reprodutoras. Em todas as celulas vivas, 
essas instrugoes sao armazenadas nos genes, os elementos que contem a informagao 
que determina as caracteristicas de uma especie como um todo, bem como as de um 
individuo. 

Logo que a genetica surgiu como uma ciencia, no inicio do seculo XX, os cientis- 
tas ficaram intrigados com a estrutura quimica dos genes. A informagao contida neles 
e copiada e transmitida de uma celula para as celulas-filhas milhbes de vezes durante 
a vida de um organismo multicelular, sobrevivendo a esse processo praticamente sem 
alteragoes. Que molecula teria capacidade de replicagao quase ilimitada e com tamanha 
precisao, e ainda exercer um controle exato, direcionando o desenvolvimento multice¬ 
lular, bem como as rotinas metabolicas de cada celula? Que tipos de instrugoes estao 
contidas na informagao genetica? E como esse excesso de informagoes, necessarias ao 
desenvolvimento e a manutengao do mais simples organismo, esta organizada para ca¬ 
ber no pequeno espago de uma celula? 

As respostas para varias dessas questoes comegaram a surgir na decada de 1940, 
quando os pesquisadores descobriram, ao estudar os fungos, que a informagao genetica 
consistia, principalmente, em instrugoes para a produgao de protemas. As protemas sao 
macromoleculas muito versateis que realizam a maioria das fungoes celulares. Como 
vimos no Capitulo 3, elas atuam como unidades fundamentais para as estruturas celula¬ 
res e formam as enzimas, que catalisam a maioria das reagoes quimicas das celulas. Elas 
tambem regulam a expressao genica (Capitulo 7), permitem a comunicagao intercelular 
(Capitulo 15) e seu movimento (Capitulo 16). As propriedades e as fungoes de celulas e 
organismos sao determinadas quase inteiramente pelas protemas que elas produzem. 

Observagoes meticulosas de celulas e embrioes, no final do seculo XIX, levaram 
ao reconhecimento de que a informagao genetica e transmitida pelos cromossomos, es¬ 
truturas com forma de cordao, presentes no nucleo das celulas eucarioticas e visiveis em 
microscopia optica no inicio da divisao celular (Figura 4-1). Mais tarde, com o desen¬ 
volvimento de analises bioquimicas, foi descoberto que os cromossomos consistem em 
acido desoxirribonucleico (DNA) e protemas, presentes em quantidades aproximada- 
mente iguais. Por varias decadas, o DNA era visto como um mero elemento estrutural. 
Contudo, um outro avango crucial que ocorreu na decada de 1940 foi a identificagao do 
DNA como o provavel portador da informagao genetica. Essa espantosa descoberta no 
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Figura 4-2 Primeira demonstra^ao 
experimental de que o DNA e o ma¬ 
terial genetico. Esses experimentos, 
realizados nas decadas de 1920 (A) e 
1940 (B), mostraram que a adigao de um 
DNA purificado a uma bacteria alterou as 
propriedades desta, e essas alteragoes sao 
fielmente transmitidas para as geragoes 
subsequentes. Duas cepas relacionadas da 
bacteria Streptococcus pneumoniae dife- 
rem uma da outra por sua aparencia ao 
microscopic) e sua patogenicidade. Uma 
cepa tern aspecto liso (S) e causa morte 
quando injetada em camundongos, e a 
outra tern aspecto rugoso (R) e nao e letal. 

(A) Um experimento inicial mostra que 
alguma substancia presente na cepa S 
pode transformar a cepa R em uma cepa 
S, e que essa mudanga e herdada pelas 
geragoes subsequentes de bacterias. 

(B) Esse experimento, no qual a cepa R foi 
incubada com varias classes de moleculas 
biologicas obtidas da cepa S, identifica o 
DNA como a substancia ativa responsavel 
pela informagao genetica. 


Figura 4-1 Cromossomos nas celulas. (A) Duas celulas vegetais adjacentes fotografa- 
das ao microscopio optico. 0 DNA foi corado com um corante fluorescente (DAPI) que 
se liga ao DNA. 0 DNA esta presente nos cromossomos, podendo ser visualizado ao mi¬ 
croscopio somente quando forma uma estrutura cilfndrica compacta, na preparagao para 
a divisao celular, como pode ser visto a esquerda. A celula a direita, que nao se encontra 
em divisao, contem cromossomos identicos, mas que nao podem ser distinguidos nesta 
fase do ciclo celular por estarem em uma conformagao mais estendida. (B) Diagrama es- 
quematico das duas celulas com seus cromossomos. (A, cortesia de Peter Shaw.) 

entendimento dos processos celulares surgiu a partir de estudos de hereditariedade em 
bacterias (Figura 4-2). No imcio da decada de 1950, porem, a forma como as protemas 
sao especificadas pelas instrugoes no DNA e como a informagao hereditaria e copiada e 
transmitida de celula a celula ainda era um completo misterio. O enigma foi subitamente 
resolvido em 1953, quando lames Watson e Francis Crick apresentaram o modelo para 
a estrutura do DNA e seu mecanismo. Como mencionado no Capitulo 1, a determina- 
gao da estrutura helicoidal dupla do DNA resolveu imediatamente o problema de como 
a informagao contida nessa molecula e copiada ou replicada. Ela tambem forneceu as 
primeiras indicagoes de como a molecula de DNA utiliza uma sequencia de suas subuni - 
dades para codificar as instrugoes e produzir protemas. Atualmente, o fato de o DNA ser 
o material genetico e tao fundamental ao pensamento biologico que e dificil imaginar o 
enorme vazio intelectual que essa descoberta revolucionaria preencheu. 

Iniciaremos este capitulo descrevendo a estrutura do DNA. Veremos como, apesar 
de sua simplicidade quimica, sua estrutura e suas propriedades quimicas o tornam per- 
feitamente adequado como materia-prima dos genes. A seguir, consideraremos como 
as diversas protemas nos cromossomos organizam e empacotam o DNA. Esse empaco- 
tamento deve ser realizado de forma ordenada, de modo que cada cromossomo possa 
ser replicado e dividido corretamente entre duas celulas-filhas a cada divisao celular. E 
tambem deve permitir o acesso das enzimas de reparo ao DNA cromossomico quando 
ele for danificado e das protemas especializadas que coordenam a expressao de seus 
inumeros genes. 

Nas ultimas duas decadas, houve uma revolugao na nossa capacidade de deter- 
minar a ordem exata das subunidades nas moleculas de DNA. Como resultado, atual¬ 
mente conhecemos a sequencia dos 3,2 bilhoes de pares de nucleotideos que contem 
a informagao para produzir um humano adulto a partir de um ovulo fertilizado, assim 
como a sequencia de DNA de milhares de outros organismos. Analises detalhadas dessas 
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sequencias tern fornecido informagoes preciosas sobre o processo de evolugao, o tema 
que finaliza este capitulo. 

Este e o primeiro de quatro capitulos que tratam dos mecanismos geneticos ba- 
sicos - a forma pela qual a celula mantem, replica e expressa a informagao genetica 
contida no seu DNA. No capitulo seguinte (Capitulo 5), discutiremos os mecanismos 
pelos quais a celula replica e repara seu DNA de forma precisa. Tambem descreveremos 
como as sequencias de DNA podem ser rearranjadas pelo processo de recombinagao 
genetica. A expressao genica - o processo pelo qual a informagao codificada no DNA e 
interpretada pela celula para direcionar a smtese de protemas - e o principal topico do 
Capitulo 6. No Capitulo 7, descreveremos como a expressao genica e controlada pela 
celula para assegurar que cada uma das milhares de protemas e moleculas de RNA co- 
dificadas no DNA seja produzida apenas no momento e no local apropriados da vida de 
uma celula. 

ESTRUTURA E FUNgAO DO DNA 

Na decada de 1940, os biologos tinham dificuldade em aceitar que o DNA era o material 
genetico. A molecula parecia muito simples: um longo polimero composto apenas por 
quatro tipos de subunidades, semelhantes quimicamente entre si. No inicio da decada 
de 1950, o DNA foi examinado por difragao de raios X, uma tecnica utilizada para deter- 
minar a estrutura atomica tridimensional de uma molecula (discutida no Capitulo 8). 
Os primeiros resultados indicaram que o DNA era composto por duas fitas de um po¬ 
limero enroladas como uma helice. A observagao de que o DNA era composto de uma 
fita dupla foi fundamental na elucidagao do modelo da estrutura do DNA de Watson e 
Crick, o qual, logo apos sua proposta em 1953, tornou evidente o potencial do DNA para 
replicagao e armazenamento da informagao genetica. 

A molecula de DNA consiste em duas cadeias de nucleotideos 
complementares 

Uma molecula de acido desoxirribonucleico (DNA) consiste em duas longas cadeias 
polipeptidicas compostas por quatro tipos de subunidades nucleotidicas. Cada uma 
dessas cadeias e conhecida como uma cadeia de DNA, ou fita de DNA . As cadeias sao 
antiparalelas entre si, e ligagoes de hidrogenio entre a porgao base dos nucleotideos 
unem as duas cadeias (Figura 4-3). Como vimos no Capitulo 2 (Painel 2-6, p. 100-101), 
os nucleotideos sao compostos de agucares com cinco carbonos, aos quais um ou mais 
grupos fosfato estao ligados, e uma base contendo nitrogenio. No caso dos nucleotideos 
do DNA, o agucar e uma desoxirribose ligada a um unico grupo fosfato (por isso o nome 
acido desoxirribonucleico), e a base pode ser adenina (A), citosina (C), guanina (G) ou 
timina (T). Os nucleotideos estao covalentemente ligados em uma cadeia por agucares 
e fosfatos, os quais formam a estrutura principal alternada de agucar-fosfato-agucar-fos- 
fato, chamada de cadeia principal . Como apenas a base difere em cada uma das quatro 
subunidades nucleotidicas, cada cadeia polinucleotidica no DNA assemelha-se a um co- 
lar de agucar-fosfato (cadeia principal) do qual os quatro tipos de contas se projetam (as 
bases A, C, G e T). Esses mesmos simbolos (A, C, G e T) normalmente sao usados para 
representar as quatro bases ou os quatro nucleotideos inteiros - isto e, as bases ligadas 
com seus grupos fosfato e agucar. 

A forma na qual os nucleotideos estao ligados confere uma polaridade quimica 
a fita de DNA. Se imaginarmos cada agucar como um bloco com uma protuberancia 
(o fosfato 5') em um lado e uma cavidade (a hidroxila 3 ; ) no outro (ver Figura 4-3), cada 
cadeia completa, formada por protuberancias e cavidades entrelagadas, tera todas as 
suas subunidades alinhadas na mesma orientagao. Alem disso, as duas extremidades da 
cadeia serao facilmente distinguiveis por apresentarem, uma delas, uma cavidade (a hi¬ 
droxila 3 7 ), e a outra, uma protuberancia (o fosfato 5 ; ). Essa polaridade na cadeia de DNA 
e indicada pela denominagao das extremidades como extremidade 3' e extremidade 5/ 
nomes derivados da orientagao do agucar desoxirribose. Em relagao a sua capacidade de 
carregar a informagao, a cadeia de nucleotideos em uma fita de DNA, sendo direcional e 
linear, pode ser lida quase como as letras nesta pagina. 
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Figura 4-3 O DNA e suas unidades 
fundamentals. 0 DNA e composto por 
quatro tipos de nucleotideos, ligados 
covalentemente, formando uma cadeia 
polinucleotidica (uma fita de DNA), com 
uma cadeia principal de agucar-fosfato 
a partir do qual as bases (A, C, G e T) se 
estendem. Uma molecula de DNA e com- 
posta por duas fitas de DNA antiparalelas 
unidas por ligagoes de hidrogenio entre as 
bases pareadas. As setas nas extremidades 
das cadeias de DNA indicam a polaridade 
das duas fitas. No diagrama na parte de 
baixo e a esquerda da figura, o DNA esta 
mostrado de forma plana; na realidade, 
ele e torcido formando uma dupla-helice, 
como mostrado a direita. Para mais deta- 
Ihes, ver Figura 4-5 e Animagao 4.1 . 
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A estrutura tridimensional do DNA - a dupla-helice de DNA - e decorrente das 
caracteristicas quimicas e estruturais de suas duas cadeias polinucleotidicas. Uma vez 
que essas duas cadeias sao mantidas unidas por ligagoes de hidrogenio entre as bases 
das duas fitas, todas as bases estao voltadas para o interior da dupla-helice, e a cadeia 
principal de agucar-fosfato encontra-se na regiao externa (ver Figura 4-3). Em cada um 
dos casos, a base mais resistente, com dois aneis (uma purina, ver Painel 2-6, p. 100-101), 
forma par com uma base com um anel unico (uma pirimidina). A sempre forma par com 
T, e G, com C (Figura 4-4). Esse pareamento de bases complementares permite que os 
pares de bases sejam dispostos em um arranjo energetico mais favoravel no interior da 
dupla-helice. Nesse arranjo, cada par de bases possui uma largura similar, mantendo a 
estrutura de agucar-fosfato equidistante ao longo da molecula de DNA. Para otimizar a 
eficiencia do empilhamento dos pares de bases, as duas cadeias principais de agucar- 
-fosfato enrolam-se um sobre o outro formando uma dupla-helice orientada a direita, 
completando uma volta a cada 10 pares de base (Figura 4-5). 

Os membros de cada par de bases somente encaixam-se na dupla-helice se as 
duas fitas da helice estiverem na posigao antiparalela - isto e, somente se a polarida¬ 
de de uma fita estiver em orientagao oposta a da outra fita (ver Figuras 4-3 e 4-4). Uma 
consequencia da estrutura do DNA e do pareamento de bases e que cada fita de uma 
molecula de DNA contem uma sequencia de nucleotideos que e exatamente comple- 
mentar a sequencia de nucleotideos da outra fita. 

A estrutura do DNA fornece um mecanismo para a 
hereditariedade 

A descoberta da estrutura do DNA imediatamente sugeriu respostas as duas questoes 
centrais sobre hereditariedade. Primeiro, como a informagao genetica para especificar 
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Figura 4-4 Pares de bases complemen- 
tares na dupla-helice de DNA. 

As formas e a estruturas quimicas das ba¬ 
ses permitem que as ligagoes de hidroge¬ 
nio sejam formadas de maneira eficiente 
apenas entre A e T e entre G e C, porque 
os atomos que sao capazes de formar 
ligagoes de hidrogenio (ver Painel 2-3 e 
p. 94-95) podem, entao, aproximar-se sem 
distorcer a dupla-helice. Como indicado, 
duas ligagoes de hidrogenio sao formadas 
entre A e T, enquanto tres sao formadas 
entre G e C. As bases podem formar par 
dessa forma somente quando as duas 
cadeias polinucleotidicas que contem as 
bases forem antiparalelas entre si. 


um organismo poderia ser armazenada em uma forma quimica? E, segundo, como essa 
informagao poderia ser duplicada e copiada de geragao a geragao? 

A resposta a primeira pergunta veio da compreensao de que o DNA e um polimero 
linear, formado por quatro tipos de monomeros, ordenados em uma sequencia definida, 
como as letras em um documento escrito com o alfabeto. 

A resposta a segunda questao veio da natureza helicoidal dupla da sua estrutura: 
como cada fita de DNA contem uma sequencia de nucleotideos que e exatamente com- 
plementar a sequencia de nucleotideos da fita associada, cada fita pode atuar como um 
molde para a smtese de uma nova fita complementar. Em outras palavras, se designar- 
mos as duas fitas de DNA com S e S, ; a fita S pode servir como um molde para smtese de 
uma nova fita SI enquanto a fita S ; pode ser usada como molde para fazer uma nova fita 
S (Figura 4-6). Assim, a informagao genetica no DNA pode ser fielmente copiada por 
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Figura 4-5 A dupla-helice do DNA. 

(A) Modelo de preenchimento de 1,5 volta 
da dupla-helice do DNA. Cada volta do 
DNA contem 10,4 pares de nucleotideos, 
e a distancia entre pares adjacentes de 
centro-a-centro e de 0,34 nm. 0 enrola- 
mento das duas fitas, uma ao redor da 
outra, cria duas fendas na dupla-helice: 

a fenda mais larga e chamada de fenda 
maior, e a mais estreita, de fenda menor. 

(B) Uma pequena secgao da dupla-helice 
vista lateralmente, mostrando quatro pa¬ 
res de bases. Os nucleotideos sao ligados 
covalentemente por ligagoes fosfodiester 
pelo grupo 3'-hidroxila (-OH) de um 
agucar e o grupo 5'-hidroxila do proximo 
agucar. Assim, cada fita polinucleotidica 
tern uma polaridade quimica; isto e, as 
duas extremidades sao quimicamente di- 
ferentes. A extremidade 5' do DNA e, por 
convengao, ilustrada carregando o grupo 
fosfato, enquanto a extremidade 3' e ilus¬ 
trada com um grupo hidroxila. 
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Figura 4-6 O DNA atua como molde 
para a sua propria duplica^ao. Como 
o nucleotideo A ira parear de maneira 
eficiente apenas com T, e G apenas com C, 
cada fita de DNA pode atuar como molde 
e especificar a sequencia de nucleotideos 
na sua fita complementar. Dessa forma, 
a dupla-helice de DNA pode ser preci- 
samente copiada, e cada helice de DNA 
parental produz duas helices-filhas de DNA 
identicas. 
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meio de um processo simples no qual a fita S separa-se da fita S' e cada fita separada 
atua como molde para a produgao de novas fitas complementares identicas a sua fita 
associada. 

A capacidade de cada fita de DNA de atuar como um molde para a produgao de 
uma fita complementar permite que a celula possa copiar ou replicar seus genes antes 
de passa-los a suas descendentes. O elegante mecanismo utilizado pela celula para rea- 
lizar essa tarefa e descrito no Capitulo 5. 

Os organismos diferem uns dos outros porque suas respectivas moleculas de DNA 
possuem diferentes sequencias de nucleotideos e, consequentemente, carregam dife- 
rentes mensagens biologicas. No entanto, como esse alfabeto e usado para produzir as 
mensagens e o que elas significam? 

Como discutido anteriormente, antes que a estrutura da molecula de DNA fosse 
determinada, sabia-se que os genes continham as instrugoes para produzir as protei- 
nas. Se os genes sao formados por DNA, este deve, de alguma forma, codificar protemas 
(Figura 4-7). Como apresentado no Capitulo 3, as propriedades de uma protema - que 
sao responsaveis pela sua fungao biologica - sao determinadas pela sua estrutura tridi¬ 
mensional. Essa estrutura, por sua vez, e determinada pela sequencia linear de aminoa- 
cidos que a compoe. A sequencia linear de nucleotideos em um gene deve, portanto, 
corresponder a sequencia linear de aminoacidos em uma protema. A correspondencia 
exata entre as quatro letras do alfabeto de nucleotideos do DNA e as 20 letras do alfabeto 
dos aminoacidos das protemas - o codigo genetico - nao e obvia a partir da estrutura 
do DNA e somente foi compreendida uma decada apos a descoberta da dupla-helice. 
No Capitulo 6, descrevemos esse codigo em detalhes durante um processo elaborado 
conhecido como expressao genica, em que a celula converte a sequencia nucleotidica de 
um gene primeiro em uma sequencia de nucleotideos na molecula de RNA e, entao, na 
sequencia de aminoacidos de uma protema. 

O conteudo total da informagao de um organismo e o seu genoma, que codifi- 
ca todas as moleculas de RNA e protemas que o organismo podera sintetizar durante 
toda vida. (O termo genoma tambem e usado para descrever o DNA que content essa 
informagao.) A quantidade de informagao contida nos genomas e impressionante. 
A sequencia nucleotidica de um gene humano muito pequeno, escrito na forma do alfa¬ 
beto de quatro nucleotideos, ocupa um quarto de pagina de texto (Figura 4-8), enquan- 
to a sequencia completa de nucleotideos do genoma humano preencheria mais de mil 
livros do tamanho deste. Alem de outras informagoes essenciais, nosso genoma inclui 
Gene a Gene b Gene c aproximadamente 21 mil genes que codificam protemas, os quais (por meio de splicing 

- 1 |—i i- 1 alternativo, ver p. 415) originam um numero muito maior de protemas diferentes. 
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Figura 4-7 Correla^ao entre a informagao 
genetica contida no DNA e as protei- 
nas. (Discutido no Capitulo 1.) 


Como descrito no Capitulo 1, quase todo o DNA de uma celula eucariotica esta contido 
em um nucleo que ocupa cerca de 10% do volume celular total. Esse compartimento 
e delimitado por um envelope nuclear formado por duas membranas de bicamada li- 
pidica concentricas (Figura 4-9). Essas membranas sao perfuradas em intervalos por 
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Figura 4-8 Sequencia de nucleotideos no gene da (3-globina humana. Por conven- 
gao, uma sequencia nudeotfdica e escrita sempre da extremidade 5' para a 3', devendo 
ser lida da esquerda para a direita e nas linhas sucessivas em diregao ao final da pagina 
como e lido um texto normal. Esse gene contem a informagao para a sequencia de ami- 
noacidos de um dos dois tipos de subunidades da molecula de hemoglobina; um gene 
diferente, o a-globina, contem a informagao do outro. (A hemoglobina, protefna que 
transporta o oxigenio no sangue, possui quatro subunidades, duas de cada tipo). Apenas 
uma das duas fitas da dupla-helice do DNA contendo o gene da p-globina e mostrada; 
a outra fita tern a sequencia complementar exata. As sequences de DNA destacadas 
em amarelo mostram as tres regioes do gene que codificam a sequencia de aminoacidos 
da protefna p-globina. Veremos no Capftulo 6 como a celula processa e une essas tres 
sequences no nfvel de mRNA para sintetizar uma protefna (3-globina completa. 

grandes poros nucleares, por meio dos quais as moleculas movem-se entre o nucleo e o 
citoplasma. O envelope nuclear esta diretamente ligado ao extenso sistema de membra- 
nas intracelulares chamado reticulo endoplasmatico, que se estende do nucleo ao cito¬ 
plasma. O envelope nuclear conta com o suporte mecanico de uma rede de filamentos 
intermediaries chamada lamina nuclear - uma malha delgada localizada logo abaixo da 
membrana nuclear interna (ver Figura 4-9B). 

O envelope nuclear permite que muitas protemas que atuam no DNA sejam con- 
centradas onde sao necessarias a celula e, como veremos nos proximos capitulos, ele 
mantem as enzimas nucleares separadas das enzimas citoplasmaticas, uma caracteristi- 
ca crucial para o funcionamento adequado das celulas eucarioticas. 

Resumo 

A informagao genetica e armazenada em uma sequencia linear de nucleotideos no DNA. 
Cada molecula de DNA e uma dupla-helice formada por duas fitas complementares e 
antiparalelas de nucleotideos unidos por ligagdes de hidrogenio entre os pares de bases 
G-CeA-T. A duplicagao da informagao genetica ocorre pelo uso de uma das fitas de DNA 
como um molde para aformagao de uma fita complementar. A informagao genetica con- 
tida no DNA de um organismo contem as instrugoes para todas as moleculas de RNA e 
protemas que o organismo ira sintetizar, compondo o genoma do organismo. Nos euca- 
riotos, o DNA esta localizado no nucleo celular, um grande compartimento delimitado 
por membrana. 

0 DNA CROMOSSOMICO E SUA COMPACTAgAO NA FIBRA 
DE CROMATINA 

A fungao mais importante do DNA e carregar os genes, a informagao que especifica to¬ 
das as moleculas de RNA e protemas que formam um organismo - incluindo a informa¬ 
gao sobre quando, em quais tipos celulares e quais as quantidades de cada molecula de 
RNA e de protemas devem ser produzidas. O DNA nuclear dos eucariotos e dividido em 
cromossomos e, nesta segao, veremos como os genes estao organizados em cada cro- 
mossomo. Alem disso, descreveremos as sequencias especializadas de DNA que permi- 
tem que os cromossomos sejam precisamente duplicados como uma entidade separada 
e passados de uma geragao para outra. 

Tambem confrontaremos o desafio do empacotamento do DNA. Se as duplas-he- 
lices que compoem todos os 46 cromossomos em uma celula humana fossem colocadas 
uma ligada a extremidade da outra, atingiriam cerca de 2 metros; no entanto, o nucleo 
que contem o DNA tern somente cerca de 6 |jim de diametro. Isso e geometricamente 
equivalente a acomodar 40 km de uma linha extremamente fina em uma bola de tenis. 
A complexa tarefa de compactar o DNA e realizada por protemas especializadas que se 
ligam ao DNA e fazem seu enovelamento, gerando uma serie de espirais e algas ordena- 
das com mveis crescentes de organizagao e evitam que o DNA se torne um emaranhado 
desordenado. Apesar de estar fortemente compactado, e surpreendente como o DNA 
permanece acessivel as diversas protemas dentro da celula, que o replicam, reparam e 
utilizam seus genes para produzir as moleculas de RNA e as protemas. 


CCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCA 
A T C TAC TCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAG 
C CAGGGC TGGGCATAAAAGT CAGGGCAGAG 
CCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACAC 
AACTGTGTTCACTAGCAACTCAAACAGACA 
C CATGGTGCAC C T GAC T C C T GAGGAGAAGT 

ctgccgttactgccctgtggggcAaggtga 

AC GTGGAT GAAGT TGG TGGTGAGGC C C TGG 
GCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGT 

T Taaggagaccaatagaaactgggcatgtg 
gagacagagaagactcttgggtttctgata 
ggcactgactctctctgcctattggtctat 
tttcccacccttaggctgctggtggtctac 
ccttggacccagaggttctttgagtccttt 
ggggatctgtccactcctgatgctgttatg 
ggcaaccctaaggtgaaggctcatggcaag 
aaagtgctcggtgcctttagtgatggcctg 
gctcacctggacaacctcaagggcaccttt 
gccacactgagtgagctgcactgtgacaag 
ctgcacgtggatcctgagaacttcagggtg 
agtctatgggacccttgatgttttctttcc 
ccttcttttctatggttaagttcatgtcat 
aggaaggggagaagtaacagggtacagttt 
agaatgggaaacagacgaatgattgcatca 
gtgtggaagtctcaggatcgttttagtttc 
ttttatttgctgttcataacaattgttttc 
ttttgtttaattcttgctttcttttttttt 

CTTCTCCGCAATTTTTACTATTATACTTAA 

tgccttaacattgtgtataacaaaaggaaa 

tatctctgagatacattaagtaacttaaaa 

aaaaactttacacagtctgcctagtacatt 

actatttggaatataTgtgtgcttatttgc 

atattcataatctccctactttattttctt 

ttatttttaattgatacataatcattatac 

atatttatgggttaaagtgtaatgttttaa 

tatgtgtacacatattgaccaaatcagggt 

aattttgcatttgtaattttaaaaaatgct 

TTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATC 
TTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTC 
T T TCAGGGCAATAATGATACAATGTATCAT 
GCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAG 
TGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAAT 
ATTTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAA 
ATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTG 
CTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTC 
TGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTG 
GATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTT 
GCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCT 
CCCACAGCTCCT GGGCAACGT GC T GG T C TG 
TGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAATT 
CACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAA 
AGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGC 
CCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGC 
TGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTT 
CCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATA 
TTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTG 
CCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCAA 
TGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT 
ACTAAAAAGGGAATGTGGGAGGTCAGTGCA 
TTTAAAACATAAAGAAATGATGAGCTGTTC 
AAACCTTGGGAAAATACACTATATCTTAAA 
CTCCATGAAAGAAGGTGAGGCTGCAACCAG 
CTAATGCACATTGGCAACAGCCCCTGATGC 
CTATGCCTTATTCATCCCTCAGAAAAGGAT 
T C T TGTAGAGG C T TGAT T TGCAGGT TAAAG 
TTTTGCTATGCTGTATTTTACATTACTTAT 
TGTTTTAGCTGTCCTCATGAATGTCTTTTC 
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Figura 4-9 Corte transversal de um nucleo celular caracteristico. (A) Micrografia eletronica de uma fina secgao do nucleo de um fibroblasto humano. 

(B) Diagrama esquematico mostrando que o envelope nuclear consiste em duas membranas, sendo a externa continua a membrana do reticulo endoplasmatico 
(RE) (ver tambem Figura 12-7). 0 espago interno do reticulo endoplasmatico (o lumen do RE) esta colorido em amarelo, sendo contfnuo com o espago entre as 
duas membranas nucleares. As bicamadas lipidicas das membranas nucleares interna e externa estao conectadas a cada poro nuclear. Uma fina rede de filamen- 
tos intermediaries (em marrom) dentro do nucleo forma a lamina nuclear (em marrom) que fornece suporte mecanico ao envelope nuclear (para detalhes, ver 
Capitulo 12). A heterocromatina, porgao fortemente corada, contem regioes de DNA especialmente condensadas que serao discutidas mais adiante (A, cortesia 
de E.G. Jordan e J. McGovern.) 


0 DNA eucariotico e compactado em um conjunto de 
cromossomos 

Cada cromossomo em uma celula eucariotica consiste em uma unica e enorme mole- 
cula de DNA linear juntamente com proteinas que enovelam e empacotam a fina fita de 
DNA em uma estrutura mais compacta. Alem das proteinas envolvidas na compactagao, 
os cromossomos estao associados a varias outras proteinas (e a diversas moleculas de 
RNA). Estas sao necessarias para os processos de expressao genica, replicagao e reparo 
do DNA. O complexo que engloba o DNA e as proteinas fortemente associadas e cha- 
mado de cromatina (do grego, chroma , "cor” devido as suas propriedades de coloragao). 

As bacterias nao possuem um compartimento nuclear especial e normalmente 
transportam seus genes em uma unica molecula de DNA, muitas vezes circular (ver 
Figura 1-24). Esse DNA tambem esta associado a proteinas que o empacotam e o con- 
densam, mas elas sao diferentes das proteinas que desempenham essas fungoes em 
eucariotos. Embora o DNA bacteriano e suas proteinas acessorias sejam normalmente 
chamadas de "cromossomo” bacteriano, ele nao possui a mesma estrutura dos cromos¬ 
somos eucarioticos e sabe-se menos sobre a compactagao do DNA bacteriano. Portanto, 
nossa discussao sobre a estrutura dos cromossomos sera quase inteiramente sobre os 
cromossomos de eucariotos. 

Com excegao dos gametas (ovulos e espermatozoides) e uns poucos tipos celulares 
altamente especializados que nao podem se multiplicar ou nao possuem DNA (p. ex., 
os eritrocitos), ou tenham replicado seu DNA sem completar o ciclo de divisao celular 
(por exemplo os megacariocitos), cada nucleo celular humano contem duas copias de 
cada cromossomo, uma herdada da mae e outra herdada do pai. Os cromossomos ma- 
ternos e paternos de um par sao chamados de cromossomos homologos. O unico par 
de cromossomos nao homologos e o dos cromossomos sexuais do macho, onde um cro¬ 
mossomo Y e herdado do pai e um cromossomo X e herdado da mae. Assim, cada celula 
humana contem um total de 46 cromossomos - 22 pares comuns, tanto para individuos 
masculinos quanto femininos - mais os dois cromossomos sexuais (X e Y nos individuos 
do sexo masculino e dois X nos individuos do sexo feminino). Esses cromossomos hu- 
manos podem ser facilmente distinguidos pela "coloragao” de cada um com uma cor 
diferente, usando uma tecnica baseada na hibridizagao de DNA (Figura 4-10). Nesse 
metodo (descrito em detalhes no Capitulo 8), uma pequena fita de acido nucleico e mar- 
cada com um corante fluorescente que atua como uma "sonda” e se liga a sua sequencia 
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complementar, iluminando o cromossomo-alvo no local ao qual se liga. Essa coloragao 
dos cromossomos e realizada com mais frequencia na mitose, em que os cromossomos 
estao especialmente compactados e sao de facil visualizagao (ver a seguir). 

Um outro modo, mais tradicional de distinguir os cromossomos, e usar corantes 
que revelem padroes de bandas marcantes e caracteristicas ao longo de cada cromosso- 
mo mitotico (Figura 4-11). Esses padroes de bandas provavelmente refletem variagoes 
na estrutura da cromatina, porem sua base nao e bem compreendida. De qualquer for- 



Figura 4-10 O conjunto completo de 
cromossomos humanos. Os cromosso¬ 
mos de um individuo do sexo feminino 
foram isolados de uma celula em divisao 
nuclear (mitose) e estao, portanto, em 
um estado altamente compactado. Cada 
cromossmo foi "colorido" com uma cor 
diferente para identificagao precisa ao 
microscopio de fluorescencia, usando a 
tecnica denominada "cariotipagem espec- 
tral". A coloragao cromossomica pode ser 
realizada pela exposigao dos cromossomos 
a uma grande variedade de moleculas 
de DNA cuja sequencia complemente 
sequences de DNA conhecidas no geno- 
ma humano. 0 conjunto das sequences 
complementares a cada cromossomo e 
ligada a uma combinagao diferente de 
corantes fluorescentes. Moleculas de DNA 
derivadas do cromossomo 1 foram mar- 
cadas com uma combinagao especifica de 
corantes, as do cromossomo 2 com outra, 
e assim por diante. Como o DNA marcado 
pode formar pares de bases, ou hibridizar, 
apenas com o cromossomo do qual a 
sequencia foi derivada, cada cromossomo 
e marcado com uma combinagao dife¬ 
rente de corantes. Nesses experimentos, 
os cromossomos sao submetidos a tra- 
tamentos que separam as duas fitas da 
dupla-helice de DNA, de modo a permitir 
o pareamento de bases com o DNA de fita 
simples marcado, porem preservando a es¬ 
trutura geral do cromossomo. (A) Cromos¬ 
somos visualizados na forma como foram 
expulsos da celula lisada. (B) Os mesmos 
cromossomos ordenados artificialmente 
de acordo com sua numeragao. Esse 
arranjo do conjunto total dos cromosso¬ 
mos e chamado de cariotipo. (Adaptada 
de N. McNeil e T. Ried, Expert Rev. Mol. 
Mec/.2:1-14, 2000. Com permissao de 
Cambridge University Press.) 


Figura 4-11 Padrao de bandas dos cro¬ 
mossomos humanos. Os cromossomos 
de 1 a 22 estao numerados em ordem 
aproximada de tamanho. Uma celula hu- 
mana tfpica contem dois de cada desses 
cromossomos, mais dois cromossomos 
sexuais - dois cromossomos X na femea; 
um cromossomo X e um Y no macho. 

Os cromossomos usados para fazer estes 
mapas foram corados em um estagio 
inicial da mitose, quando os cromossomos 
estao um pouco menos compactados. A li- 
nha horizontal (em vermelho) representa a 
posigao do centromero (ver Figura 4-19), 
que aparece como uma constrigao nos 
cromossomos mitoticos. As protuberancias 
nos cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22 indi¬ 
cam as posigoes dos genes que codificam 
os RNAs ribossomicos maiores (discutidos 
no Capitulo 6). Esses padroes sao obtidos 
pela coloragao dos cromossomos com 
Giemsa e sao observados ao microscopio 
optico. (Adaptada de U. Francke, Cyto- 
genet. Cell Genet. 31:24-32, 1981. Com 
permissao do autor.) 
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Figura 4-12 Cromossomos humanos aberrantes. (A) Dois cromossomos humanos 
normais, 4 e 6. (B) Em um individuo com uma translocagao cromossomica balanceada, a 
dupla-helice de DNA em um cromossomo foi cruzada com a dupla-helice de DNA de ou- 
tro cromossomo, devido a um evento de recombinagao anormal. A tecnica de coloragao 
cromossomica, usada nos cromossomos de cada um dos grupos, permite a identificagao 
dos segmentos cromossomicos que sofreram translocagao, mesmo sendo pequenos, um 
evento comum em celulas cancerosas. (Cortesia de Zhenya Tang e the NIGMS Human Ge¬ 
netic Cell Repository at the Coriell Institute for Medical Research: GM21880.) 

ma, o padrao de bandas em cada tipo de cromossomo e unico e estabeleceu o caminho 
inicial para a identificagao e numeragao de cada cromossomo de forma confiavel. 

A representagao dos 46 cromossomos mitoticos e chamada de cariotipo humano. 
Caso partes de cromossomos sejam perdidas ou estejam trocadas entre cromossomos, 
essas alteragoes podem ser detectadas tanto pela alteragao no padrao de bandas ou - com 
maior sensibilidade - por alteragoes no padrao de coloragao dos cromossomos (Figura 
4-12). Os citogeneticistas utilizam essas alteragoes para detectar anormalidades cromos- 
somicas hereditarias e para revelar os rearranjos cromossomicos que ocorrem em celulas 
tumorais a medida que elas progridem para a malignidade (discutido no Capitulo 20). 

Os cromossomos contem longas sequencias de genes 


Figura 4-13 Organizagao dos genes no 
genoma de S. cerevisiae comparado 
aos humanos. (A) A levedura por brota- 
mento 5. cerevisiae e bastante utilizada na 
produgao de cervejas e paes. 0 genoma 
desse eucarioto unicelular esta distribuido 
em 16 cromossomos. Uma pequena regiao 
de um cromossomo foi selecionada arbi- 
trariamente para mostrar sua alta densida- 
de de genes. (B) Uma regiao do genoma 
humano com o mesmo comprimento do 
segmento da levedura em (A). Os genes 
humanos sao muito menos compactados 
e a quantidade de sequencias de DNA 
intercalantes e muito maior. Nao esta 
ilustrado nesta amostra, mas, na realidade, 
a maioria dos genes humanos e muito 
maior do que os genes de leveduras (ver 
Figura 4-15). 


Os cromossomos carregam os genes - as unidades funcionais da hereditariedade. Um 
gene normalmente e definido como um segmento de DNA que contem as instrugoes 
para produzir uma determinada protema (ou uma serie de protemas relacionadas), mas 
essa definigao e muito limitada. Os genes que codificam protemas sao realmente a gran¬ 
de maioria, e a maior parte dos genes com fenotipos claramente mutantes caem nessa 
categoria. Entretanto, existem diversos “genes de RNA” - segmentos de DNA que ori- 
ginam uma molecula de RNA funcionalmente importante, em vez de protemas como 
produto final. Discutiremos sobre os genes de RNA e seus produtos mais adiante. 

Como esperado, existe uma correlagao entre a complexidade de um organismo e 
o numero de genes em seu genoma (ver Tabela 1-2, p. 29). Por exemplo, algumas bacte- 
rias simples possuem apenas 500 genes, em comparagao aos cerca de 30 mil genes em 
humanos. As bacterias, arqueias e alguns eucariotos unicelulares, como as leveduras, 
possuem genomas concisos e consistem em pouco mais do que segmentos de genes 
muito compactados. Por outro lado, os genomas de plantas e animais multicelulares e 
de varios outros eucariotos contem, alem dos genes, uma enorme quantidade de DNA 
intercalante com fungao pouco conhecida (Figura 4-13). Partes desse DNA extra e es¬ 
sential para a expressao genica adequada e pode explicar, em parte, porque existe em 
grande quantidade nos organismos multicelulares, cujos genes precisam ser ativados e 
desativados de acordo com instrugoes complexas durante o desenvolvimento (discutido 
nos Capitulos 7 e 21). 

As diferengas na quantidade de DNA intercalante entre os genes respondem muito 
mais pela espantosa variagao no tamanho dos genomas do que propriamente pelas di¬ 
ferengas no numero de genes, vistas na comparagao entre especies (ver Figura 1-32). Por 
exemplo, o genoma humano e 200 vezes maior que o da levedura Saccharomyces cerevi¬ 
siae, mas 30 vezes menor do que o de algumas plantas e anfibios, e 200 vezes menor do 
que o de uma especie de ameba. Alem disso, devido as diferengas na quantidade de DNA 
nao codificador, os genomas de especies muito relacionadas (p. ex., peixes osseos) po¬ 
dem variar centenas de vezes no conteudo de DNA, mesmo contendo aproximadamente 
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o mesmo numero de genes. Independentemente da fungao desse DNA em excesso, pa- 
rece claro que ele nao e um grande problema para a celula eucariotica. 

A forma como o genoma e dividido nos cromossomos tambem difere de uma 
especie de eucarioto para outra. Por exemplo, enquanto as celulas humanas possuem 
46 cromossomos, as de um pequeno cervo possuem apenas 6, e as celulas da carpa co- 
mum contem mais de 100 cromossomos. Mesmo especies muito relacionadas com ge¬ 
nomas de tamanho similar podem apresentar mimeros e tamanhos de cromossomos 
muito diferentes (Figura 4-14). Nao ha uma regra simples para o numero cromossomico, 
complexidade do organismo e o tamanho total do genoma. Ao contrario, o genoma e os 
cromossomos das especies atuais foram moldados por uma historia particular de even- 
tos geneticos aparentemente ao acaso, nos quais uma pressao seletiva pouco compreen- 
dida atuou durante longos periodos da evolugao. 

A sequencia nucleotfdica do genoma humano mostra como 
nossos genes sao organizados 

Com a publicagao da sequencia completa de DNA do genoma humano em 2004, foi pos- 
sivel ver em detalhes como os genes estao dispostos ao longo de cada um dos nossos 
cromossomos (Figura 4-15). Levara algumas decadas para que a informagao contida 
na sequencia do genoma humano seja completamente analisada, mas ja estimulou a 
realizagao de novos experimentos e afetou o conteudo de cada capitulo deste livro. 


(A) Cromossomo 22 humano em sua conformagao mitotica, composto de duas moleculas de DNA de 
fita dupla, cada uma com 48 x 10 6 pares de nucleotideos 
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Figura 4-14 Duas especies de cervos re¬ 
lacionadas, mas com diferentes numeros 
cromossomicos. Durante a evolugao do cervo 
indiano, os cromossomos que eram inicialmen- 
te separados se fundiram, sem causar efeitos 
graves nos animais. Essas duas especies pos¬ 
suem aproximadamente o mesmo numero de 
genes (Cervo chines, foto cortesia de Deborah 
Carreno, Natural Wonders Photography.) 


Figura 4-15 Organizagao dos genes em um 
cromossomo humano. (A) 0 cromossomo 
22, um dos menores cromossomos humanos, 
contem 48 x 10 6 pares de nucleotideos e cor- 
responde aproximadamente a 1,5% de todo 
o genoma humano. Grande parte do brago 
esquerdo do cromossomo 22 consiste em 
pequenas sequences de DNA repetidas que 
sao compactadas em uma forma especial de 
cromatina (heterocromatina), discutida pos- 
teriormente neste capitulo. (B) Um segmento 
do cromossomo 22 ampliado 10 vezes, con- 
tendo cerca de 40 genes. Os genes indicados 
em marrom-escuro sao conhecidos, e os genes 
em vermelho sao suposigoes. (C) Um segmento 
ampliado de (B) mostrando quatro genes. (D) 

O arranjo de exons e introns de um gene tfpico 
e mostrado apos uma ampliagao de 10 vezes. 
Cada exon (em vermelho) codifica uma porgao 
da proteina, enquanto a sequencia de DNA 
dos introns (em cinza) tern pouca importance, 
como discutido em detalhes no Capitulo 6. 

O genoma humano (3,2 x 10 9 pares de 
nucleotideos) e a totalidade da informagao 
genetica que pertence a nossa especie. Qua- 
se todo esse genoma esta distribuido pelos 
22 autossomos diferentes e dois cromossomos 
sexuais (ver Figuras 4-10 e 4-11) encontrados 
dentro do nucleo. Uma fragao minima do ge¬ 
noma humano (16.569 pares de nucleotideos 
- em copias multiplas por celula) e encontrada 
na mitocondria (introduzida no Capitulo 1 e 
discutida com detalhes no Capitulo 14). 

O termo sequencia genomica humana se refere 
a sequencia nucleotfdica completa do DNA 
nos 24 cromossomos nucleares e na mitocon¬ 
dria. Sendo diploide, o nucleo de uma celula 
somatica humana contem aproximadamente 
duas vezes a quantidade haploide de DNA, ou 
6,4 x 10 9 pares de nucleotideos quando nao 
estiver duplicando seus cromossomos no pre¬ 
pare para a divisao. (Adaptada de International 
Human Genome Sequencing Consortium, 
Nature 409:860-921,2001. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 














184 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


(A) 



(B) 


Figura4-16 Escala do genoma humano. 

Se, em uma ilustragao, cada par de nucleo¬ 
tfdeos tivesse 1 mm de distancia urn do ou- 
tro, como em (A), todo o genoma humano 
teria 3.200 km de extensao, o suficiente 
para tragar uma linha atraves do centra da 
Africa, o local da origem do homem (linha 
vermelha em B). Nessa escala, terfamos 
urn gene que codifica uma proteina a cada 
150 m. Em media, urn gene teria 30 m de 
extensao, mas as sequences codificadoras 
desse gene teriam apenas urn pouco mais 
de 1 m. 


Q Algumas estatisticas vitais do genoma humano 

Genoma humano 

Comprimento do DNA 

3,2 x 10 9 pares de nucleotideos* 

Numero de genes que codificam protefnas 

Aproximadamente 21 mil 

Maior gene que codifica proteina 

2,4 x 10 6 pares de nucleotfdeos 

Tamanho medio de genes que codificam protefnas 

27 mil pares de nucleotfdeos 

Menor numero de exons por gene 

1 

Maior numero de exons por gene 

178 

Numero medio de exons por gene 

10,4 

Tamanho do maior exon 

17.106 pares de nucleotfdeos 

Tamanho medio dos exons 

145 pares de nucleotfdeos 

Numero de genes de RNA nao codificador 

Aproximadamente 9 mil** 

Numero de pseudogenes*** 

Mais de 20 mil 

Porcentagem de sequencias de DNA nos exons (sequencias 
codificadoras de protefnas) 

1,5% 

Porcentagem de DNA em outras sequencias altamente 
conservadas**** 

3,5% 

Porcentagem de DNA em elementos repetitivos com alto 
numero de copias 

Aproximadamente 50% 


*A sequencia dos 2,85 bilhoes de nucleotfdeos e conhecida com precisao (taxa de erro de apenas 1 a cada 
100 mil nucleotideos). O restante do DNA consiste principalmente de sequences curtas repetidas diversas vezes, 
uma atras da outra, com o numero de repetigoes diferindo de urn indivfduo para outro. Esses blocos altamente 
repetitivos sao diffceis de ser sequenciados com precisao. 

** Esse numero e apenas uma estimativa. 

***Um pseudogene e uma sequencia de DNA que se assemelha a urn gene funcional, mas contem muitas 
mutagoes prejudiciais que impedem sua expressao ou fungao adequadas. A maioria dos pseudogenes surgiu da 
duplicagao de urn gene funcional seguido do acumulo de mutagoes prejudiciais em uma das copias. 

**** Essas regioes funcionais conservadas incluem DNA que codifica as UTRs de 5' e 3' (regioes nao tradu- 
zidas do mRNA), DNA que codifica RNAs estruturais e funcionais e DNA com sftios de ligagao a protefnas 
conservados. 

A primeira caracteristica marcante do genoma humano e que apenas uma parte 
muito pequena (somente cerca de 1,5%) codifica protefnas (Tabela 4-1 e Figura 4-16). 
Tambem e interessante notar que quase metade do DNA cromossomico e formada por 
segmentos de DNA moveis, que se inseriram gradativamente nos cromossomos durante 
a evolugao, multiplicando-se no genoma como parasitas (ver Figura 4-62). Discutiremos 
esses elementos transpomveis em detalhes em capitulos seguintes. 

Uma segunda caracteristica marcante do genoma humano e o enorme tamanho 
medio dos genes, cerca de 27 mil pares de nucleotideos. Como discutido anteriormente, 
um gene tipico carrega a informagao da sequencia linear de aminoacidos de uma pro- 
teina na sua sequencia linear de nucleotideos. Para codificar uma proteina de tamanho 
medio (com cerca de 430 aminoacidos em humanos), sao necessarios apenas cerca de 
1.300 pares de nucleotideos. A maior parte da sequencia restante no gene consiste em 
iniimeros segmentos de DNA nao codificador que interrompem uma sequencia relati- 
vamente curta de pequenos segmentos de DNA codificador da proteina. Como discu¬ 
tido em detalhes no Capitulo 6, as sequencias codificadoras sao chamadas de exons; 
as sequencias intercalantes, nao codificadoras, sao denominadas introns (ver Figura 
4-15 e Tabela 4-1). A maioria dos genes humanos, portanto, e formada por uma longa 
sequencia alternada de exons e introns, sendo que a maior parte e formada por introns. 
Em contraste, a maioria dos genes de organismos com genoma compactos nao possui 
introns. Isso explica o tamanho muito menor desses genes (cerca de um vigesimo com- 
parado a genes humanos) e tambem a proporgao muito mais alta de DNA codificador 
em seus cromossomos. 

Alem dos exons e introns, cada gene esta associado a sequencias deDNA regulador, 
as quais sao responsaveis por assegurar que cada gene sera ativado e desativado no de- 
vido tempo, expresso no nivel adequado e apenas em determinados tipos celulares. Em 
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humanos, as sequencias reguladoras para um gene tipico estao distribuidas por milhares 
de pares de nucleotideos. Como seria esperado, essas sequencias reguladoras sao muito 
mais comprimidas em organismos com genomas compactos. Discutiremos, no Capitulo 
7, como essas sequencias reguladoras de DNA atuam. 

Nesta ultima decada, pesquisas tern surpreendido os biologos pela descoberta de 
que, alem dos 21 mil genes que codificam proteinas, o genoma humano contem varios 
milhares de genes que codificam moleculas de RNA que nao produzem proteinas, mas 
possuem diversas outras fungoes importantes O que e sabido atualmente sobre essas 
moleculas sera apresentado nos Capitulos 6 e 7. Por ultimo, mas nao menos importante, 
a sequencia nucleotidica do genoma humano revelou que o arquivo de informagoes 
necessarias para produzir um ser humano parece estar em um estado de caos alarman- 
te. Como foi comentado a respeito do nosso genoma: “De certo modo, ele se parece 
com sua garagem/quarto/refrigerador/vida: altamente individualista, porem desarru- 
mado; pouca evidencia de organizagao; cheio de coisas acumuladas (que os iniciantes 
chamam de Tixo'); praticamente nada e descartado; e os poucos itens valiosos estao 
desordenados e aparentemente dispostos de qualquer jeito por todo lugar” Nos discuti¬ 
remos como isso parece ter ocorrido na segao final deste capitulo, intitulada "Como os 
genomas evoluem ; ! 

Cada molecula de DNA que forma um cromossomo linear deve 
confer um centromero, dois telomeros e origens de replicagao 

Para formar um cromossomo funcional, uma molecula de DNA deve fazer mais do que 
simplesmente transportar os genes. Ela deve ser capaz de replicar, e as copias replicadas 
devem ser separadas e fielmente divididas entre as duas celulas-filhas a cada divisao 
celular. Esse processo ocorre por meio de uma serie de estagios ordenados conhecidos 
coletivamente como ciclo celular, que fornece uma separagao temporal entre a dupli- 
cagao dos cromossomos e sua separagao entre as duas celulas-filhas. O ciclo celular esta 
resumido na Figura4-17, sendo discutido em detalhes no Capitulo 17. Resumidamente, 
durante a longa interfase, os genes sao expressos e os cromossomos sao replicados, e as 
duas replicas sao mantidas unidas formando um par de cromatides-irmas. Durante esse 
periodo, os cromossomos estao estendidos e muito de sua cromatina esta disposta no 
nucleo na forma de longas linhas enroladas, de modo que os cromossomos individuais 
nao podem ser distinguidos facilmente. Apenas durante um periodo muito breve da 
mitose, os cromossomos sao condensados, permitindo que as duas cromatides-irmas 
sejam separadas e distribuidas aos nucleos-filhos. Os cromossomos altamente conden¬ 
sados nas celulas em divisao sao denominados cromossomos mitoticos (Figura 4-18). 
Essa e a forma na qual os cromossomos sao mais facilmente visualizados. Na verdade, 
todas as imagens de cromossomos mostradas ate agora neste capitulo sao de cromos¬ 
somos mitoticos. 

Cada cromossomo atua como uma unidade estrutural distinta: para que uma co- 
pia possa ser transmitida a cada celula-filha durante a divisao, cada cromossomo deve 
ser capaz de se replicar, e a nova copia replicada deve, subsequentemente, ser separada 
e dividida corretamente entre as duas celulas-filhas. Essas fungoes basicas sao controla- 
das por tres tipos de sequencias nucleotidicas especializadas no DNA, as quais se ligam 


Figura 4-17 Visao simplificada do ciclo 
celular eucariotico. Durante a interfase, a 
celula esta transcrevendo ativamente seus 
genes e sintetizando proteinas. Ainda du¬ 
rante a interfase e antes da divisao celular, 
o DNA esta replicado e cada cromossomo 
foi duplicado originando duas moleculas- 
-irmas de DNA, proximas e emparelhadas 
(chamadas cromatides-irmas). Uma celula 
com apenas um tipo de cromossomo, com 
as copias materna e paterna, e ilustrada 
aqui. Uma vez completada a replicagao 
do DNA, a celula pode entrar na fase M, 
quando ocorre a mitose e o nucleo e divi- 
dido em dois nucleos-filhos. Durante essa 
etapa, os cromossomos se condensam, o 
envelope nuclear se fragmenta e o fuso 
mitotico e formado a partir de microtubu- 
los e outras proteinas. Os cromossomos 
mitoticos condensados sao capturados 
pelo fuso mitotico, e um conjunto comple- 
to de cromossomos e entao puxado para 
cada extremidade da celula separando 
os membros de cada par de cromatides- 
-irmas. Um envelope nuclear se forma em 
volta de cada conjunto de cromossomos e, 
na etapa final da fase M, a celula se divide 
para produzir duas celulas-filhas. A celula 
passa a maior parte do tempo do ciclo 
celular na interfase; a fase M e breve em 
comparagao com a interfase, ocupando 
apenas cerca de 1 hora em diversas celulas 
de mamiferos. 


Cromossomo de interfase paterno 

Cromossomo de interfase materno 
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Figura 4-18 Um cromossomo mitoti- 

co. Um cromossomo mitotico e um cro¬ 
mossomo duplicado e condensado no qual 
os dois cromossomos novos, denominados 
cromatides-irmas, ainda estao ligados 
entre si (ver Figura 4-17). A regiao de 
constrigao indica a posigao do centromero. 
(Cortesia de Terry D. Allen.) 


Figura 4-19 As tres sequencias de DNA 
necessarias para produzir um cromos¬ 
somo eucariotico que pode ser repli- 
cado e, entao, segregado de forma 
precisa na mitose. Cada cromossomo 
tern diversas origens de replicagao, um 
centromero e dois telomeros. A sequencia 
de eventos que um cromossomo tipico 
segue durante o ciclo celular e mostrada 
aqui. 0 DNA e replicado na interfase, a 
partir das origens de replicagao, e procede 
bidirecionalmente pelo cromossomo. 

Na fase M, o centromero liga os cromos¬ 
somos duplicados ao fuso mitotico e uma 
copia do genoma total e distribuida para 
cada celula-filha durante a mitose; a es- 
trutura especial que liga o centromero ao 
fuso e um complexo proteico chamado de 
cinetocoro (em verde-escuro). 0 centro¬ 
mero tambem ajuda a manter os cromos¬ 
somos duplicados unidos ate que estejam 
prontos para a segregagao. Os telomeros 
formam uma protegao especial nas extre- 
midades de cada cromossomo. 


protemas especificas que direcionam a maquinaria que replica e segrega os cromosso¬ 
mos (Figura 4-19). 

Experimentos com leveduras, cujos cromossomos sao relativamente pequenos e 
faceis de manipular, identificaram as sequencias minimas de DNA dos elementos res- 
ponsaveis por cada uma dessas fungoes. Um tipo de sequencia nucleotidica atua como 
origem de replicagao do DNA, o local em que a duplicagao do DNA e iniciada. Os cro¬ 
mossomos eucarioticos contem muitas origens de replicagao para assegurar que todo 
o cromossomo seja replicado rapidamente, como discutido em detalhes no Capitulo 5. 

Apos a replicagao do DNA, as duas cromatides-irmas que formam cada cromosso¬ 
mo permanecem unidas uma a outra e, com a progressao do ciclo celular, sao mais con- 
densadas para produzir cromossomos mitoticos. A presenga de uma segunda sequencia 
especializada de DNA, chamada de centromero, permite que uma copia de cada cro¬ 
mossomo duplicado e condensado seja levada para cada celula-filha no momento da 
divisao celular. Um complexo proteico chamado de cinetocoro e formado no centromero 
e liga o fuso mitotico aos cromossomos duplicados, permitindo que eles sejam separa- 
dos (discutido no Capitulo 17). 

Uma terceira sequencia especializada de DNA forma os telomeros, as extremi- 
dades dos cromossomos. Os telomeros contem sequencias nucleotidicas repetidas que 
permitem que as extremidades dos cromossomos sejam replicadas de maneira eficiente. 
Os telomeros tambem desempenham uma outra fungao: as sequencias de DNA repeti¬ 
das, juntamente com as regioes adjacentes a elas, formam estruturas que evitam que as 
extremidades cromossomicas sejam confundidas com uma molecula de DNA quebrada 
que necessita de reparo pela celula. Discutiremos esse tipo de reparo e a estrutura e fun¬ 
gao dos telomeros no Capitulo 5. 

Em celulas de levedura, os tres tipos de sequencias necessarias para propagar os 
cromossomos sao relativamente curtas (geralmente menores que mil pares de bases 
cada) e, portanto, usam apenas uma pequena fragao da capacidade do cromossomo de 
carregar informagoes. Embora as sequencias telomericas sejam simples e pequenas em 
todos os eucariotos, as sequencias de DNA que formam os centromeros e as origens de 
replicagao em organismos mais complexos sao muito mais longas que suas correspon- 
dentes em leveduras. Por exemplo, alguns experimentos sugerem que um centromero 
humano contem ate 1 milhao de pares de nucleotideos e que, talvez, nem necessitem 
de um segmento de DNA com uma sequencia nucleotidica definida. Em vez disso, como 
veremos mais adiante neste capitulo, acredita-se que um centromero humano seja for¬ 
mado por uma grande estrutura repetida de acidos nucleicos e protemas, que pode ser 
herdada na replicagao do cromossomo. 
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As moleculas de DNA estao extremamente condensadas nos 
cromossomos 

Todos os organismos eucarioticos apresentam formas elaboradas de compactar seu 
DNA nos cromossomos. Por exemplo, se os 48 milhoes de pares de nucleotideos no DNA 
do cromossomo 22 pudessem ser estendidos como uma dupla-helice perfeita, a mole- 
cula teria cerca de 1,5 cm de comprimento de uma ponta a outra. Mas o cromossomo 22 
mede apenas cerca de 2 p-m de comprimento na mitose (ver Figuras 4-10 e 4-11), apre- 
sentando um grau de compactagao de cerca de 7 mil vezes. Esse impressionante feito de 
compressao e realizado por protemas que enrolam e enovelam o DNA sucessivamente 
em niveis cada vez mais altos de organizagao. Embora seja muito menos condensado 
comparado aos cromossomos mitoticos, o DNA dos cromossomos humanos na interfase 
ainda e fortemente compactado. 

E importante lembrar, durante a leitura das proximas segoes, que a estrutura cro- 
mossomica e dinamica. Vimos que cada cromossomo sofre um grau de condensagao ex- 
tremo na fase M do ciclo celular. Muito menos visivel, mas de enorme interesse e impor¬ 
tance, regioes especificas dos cromossomos de interfase sofrem uma descondensagao 
para permitir o acesso a sequencias de DNA especificas para a expressao genica, o reparo 
e a replicagao de DNA - e entao se recondensam apos o termino desses processos. O em- 
pacotamento dos cromossomos deve, portanto, ser feito de forma que permita o acesso 
rapido e localizado no momento requerido ao DNA. Nas segoes seguintes, discutiremos 
as protemas especializadas que tornam essa compactagao possivel. 

Os nucleossomos sao as unidades basicas da estrutura dos 
cromossomos eucarioticos 

As protemas que se ligam ao DNA e formam os cromossomos eucarioticos sao divididas 
em duas classes: as histonas e as protemas cromossomicas nao histonas, cada uma con- 
tribuindo com cerca da mesma massa no cromossomo que o DNA. O complexo dessas 
duas classes de protemas com o DNA nuclear eucariotico e conhecido como cromatina 
(Figura 4-20). 

As histonas sao responsaveis pelo primeiro e mais basico nivel de organizagao cro- 
mossomica, o nucleossomo, um complexo de DNA-proteina descoberto em 1974. Quan- 
do o nucleo interfasico e delicadamente rompido, e seu conteudo examinado sob micros- 
copio eletronico, a maior parte da cromatina parece estar na forma de uma fibra com 30 
nm de diametro (Figura 4-21 A). Se essa cromatina for submetida a um tratamento que a 
desenrole parcialmente, observa-se, ao microscopio eletronico, uma serie de “contas em 
um colar” (Figura 4-2 IB). O colar e o DNA, e cada conta e uma “partfcula do cerne do nu- 
cleossomo , , , que consiste em DNA enrolado em um nucleo de histonas (Animagao 4.2). 

A organizagao estrutural dos nucleossomos foi determinada apos seu isolamento 
da cromatina compactada pela digestao com enzimas especificas (chamadas de nuclea¬ 
ses) que degrada o DNA clivando-o entre os cernes dos nucleossomos. Apos digestao 
por um curto periodo, o DNA exposto entre as particulas dos nucleossomos, chamado de 
DNA de ligagao, e degradado. Cada partfcula do cerne nucleossomico individual consis¬ 
te em um complexo de oito protemas histonas - duas moleculas de cada uma das histo¬ 
nas H2A, H2B, H3 e H4 - e a fita dupla de DNA, com 147 nucleotideos de comprimento. 


Cromatina 



Figura 4-20 Cromatina. Como ilustrado, 
a cromatina consiste em DNA ligado a 
proteinas histonas e nao histonas. A massa 
das proteinas histonas presentes equivale 
a massa total de proteinas nao histona, 
porem - como indicado esquematica- 
mente - essa ultima e composta por um 
numero enorme de proteinas de diferentes 
especies. No total, um cromossomo con¬ 
siste, em termos de massa, em aproxima- 
damente um tergo de DNA e dois tergos 
de proteina. 
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Figura 4-21 Nucleossomos vistos ao 
microscopio eletronico. (A) A cromatina 
isolada diretamente de um nucleo inter- 
fasico aparece no microscopio eletronico 
como uma fibra com cerca de 30 nm de 
espessura. (B) Esta micrografia eletronica 
mostra um segmento da cromatina que foi 
experimentalmente descompactado, ou 
"descondensado", apos o isolamento para 
mostrar os nucleossomos. (A, cortesia de 
Barbara Hamkalo; B, cortesia de Victoria 
Foe.) 
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O octamero de histonas forma um cerne proteico ao redor do qual a fita dupla de DNA e 
enrolada (Figura 4-22). 

O comprimento da regiao do DNA de ligagao, que separa cada cerne do nucleosso¬ 
mo do proximo, pode variar de alguns poucos pares de nucleotideos ate cerca de 80 pb. 
(O termo nucleossomo tecnicamente refere-se a particula do cerne do nucleossomo jun¬ 
to com um de seus DNAs de ligagao adjacente, mas frequentemente e usado como sino- 
nimo para a particula do cerne do nucleossomo.) Em media, portanto, os nucleossomos 
se repetem aproximadamente a cada 200 pares de nucleotideos. Por exemplo, uma ce- 
lula humana diploide com 6,4 x 10 9 pares de nucleotideos contem cerca de 30 milhoes 
de nucleossomos. A formagao do nucleossomo converte uma molecula de DNA em uma 
fita de cromatina com aproximadamente um tergo de seu comprimento inicial. 

A estrutura da particula do cerne do nucleossomo revela como o 
DNA e compactado 

A estrutura em alta resolugao da particula do cerne do nucleossomo, elucidada em 1997, 
apresenta um cerne de histonas em forma de disco ao redor do qual o DNA se encontra 
fortemente enrolado com 1,7 volta para a esquerda (Figura 4-23). As quatro histonas 
que formam o cerne sao relativamente pequenas (contendo de 102 a 135 aminoacidos) 
e apresentam um motivo estrutural comum, conhecido como enovelamento de histonas, 
formado por tres a-helices ligadas por duas algas (Figura 4-24). Na formagao do nucle¬ 
ossomo, primeiro as histonas ligam-se umas as outras para formar os dimeros H3-H4 e 
H2A-H2B, e os dimeros H3-H4 combinam-se para formar tetrameros. Entao, um tetra- 
mero H3-H4 se combina a dois dimeros H2A-H2B para formar o octamero compacto do 
cerne, ao redor do qual o DNA e enrolado. 

A interface entre o DNA e a histona e extensa. Em cada nucleossomo, 142 ligagoes 
de hidrogenio sao formadas entre o DNA e o cerne de histonas. Quase metade dessas liga¬ 
goes forma-se entre os aminoacidos da estrutura das histonas e a cadeia principal agucar- 
-fosfato do DNA. Numerosas interagoes hidrofobicas e pontes salinas tambem mantem o 
DNA ligado as proteinas no nucleossomo. Mais de um quinto dos aminoacidos em cada 
cerne de histonas sao lisina ou arginina (dois aminoacidos com cadeias laterais basicas), 
e suas cargas positivas neutralizam a carga negativa da cadeia principal fosfodiester do 
DNA. Essas multiplas interagoes explicam, em parte, por que praticamente qualquer 
sequencia de DNA pode ser ligada a um octamero de histonas. O caminho do DNA em 
torno do cerne de histonas nao e regular; na verdade, varias dobras sao vistas no DNA, 


Figura 4-22 Organizagao estrutural de um nucleossomo. Um nucleossomo contem 
um cerne proteico constitufdo por oito moleculas de histona. Em experimentos bioqufmi- 
cos, a particula do cerne pode ser liberada da cromatina isolada pela digestao do DNA de 
ligagao pela agao de uma nuclease, uma enzima que degrada o DNA. (A nuclease pode 
degradar o DNA exposto, mas nao pode atacar o DNA enrolado em volta do nucleosso¬ 
mo.) Depois da dissociagao dos nucleossomos isolados no cerne de proteinas e DNA, o 
comprimento do DNA que estava enrolado em volta do cerne pode ser determinado. Seu 
comprimento, de 147 pares de nucleotfdeos, e suficiente para se enrolar 1,7 vez ao redor 
do cerne de histonas. 
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Figura 4-23 Estrutura de uma particula 
do cerne do nucleossomo determinada 
por difragao de raios X e pela analise 
de cristais. Cada histona esta colorida 
de acordo com o esquema mostrado na 
Figura 4-22, com a dupla-helice de DNA 
em cinza-daro. (Adaptada de K. Luger et 
al„ Nature 389:251-260, 1997. Com per- 
missao de Macmillan Publishers Ltd.) 


Vista lateral 


Vista frontal 


Q Histona H2A Q Histona H2B Q Histona H3 Q Histona H4 

como seria de se esperar devido a superficie irregular do cerne. O dobramento requer 
uma substancial compressao da cavidade menor da helice de DNA. Alguns dinucleotide- 
os na cavidade menor sao mais faceis de serem comprimidos, e algumas sequencias de 
nucleotideos ligam-se aos nucleossomos mais fortemente que outras (Figura 4-25). Isso 
provavelmente explica alguns casos notaveis, mas raros, de um posicionamento muito 
preciso ao longo do DNA. Porem, a sequencia preferida pelos nucleossomos deve ser fra- 
ca o suficiente para permitir que outros fatores dominem, uma vez que os nucleossomos 



Figura 4-24 Organizagao geral da estrutura do cerne de histonas. (A) Cada cerne de histonas contem uma 
cauda N-terminal, sujeita a diversas formas de modificagoes covalentes, e uma regiao do enovelamento de his¬ 
tonas, como indicado na figura. (B) A estrutura de enovelamento da histona, formada pelas quatro histonas do 
cerne. (C) As histonas 2A e 2B formam um dimero por uma interagao conhecida como "aperto de maos". As his¬ 
tonas H3 e H4 formam um dimero pelo mesmo tipo de interagao. (D) 0 octamero de histonas de DNA finalizado. 
Observe que as oito caudas N-terminais das histonas projetam-se para fora da estrutura do cerne em forma de 
disco. Suas conformagoes sao altamente flexiveis e atuam como sitios de ligagao para grupos de outras proteinas. 
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G-C e preferido aqui 

— (fenda menor para o lado externo) — 



Cerne de DNAdo 

histonas nucleossomo 

do nucleossomo 
(octamero 
de histonas) 


Figura 4-25 Dobramento do DNA em um 
nucleossomo. A helice de DNA da 1,7 volta ao 
redor do octamero de histonas. Este diagrama 
ilustra como a fenda menor e comprimida no 
lado interno da dobra. Devido a caractehsticas 
estruturais da molecula de DNA, os dinucleoti- 
deos indicados sao acomodados preferencial- 
mente na fenda menor, mais estreita, o que 
ajuda a explicar por que certas sequences de 
DNA se ligam mais fortemente ao cerne do 
que outras. 


podem ocupar qualquer posigao relativa a sequencia de DNA na maioria das regioes cro- 
mossomicas. 

Alem do enovelamento das histonas, cada uma das histonas do cerne possui uma 
"cauda” N-terminal de aminoacidos que se projeta para fora do cerne histona-DNA (ver 
Figura 4-24D). Essas caudas de histonas estao sujeitas a diferentes tipos de modificagoes 
covalentes, que, por sua vez, controlam aspectos criticos da estrutura e fungao da croma- 
tina, como veremos. 

Em razao de seu papel fundamental na fungao do DNA pelo controle da estrutura 
da cromatina, as histonas estao entre as protemas eucarioticas mais conservadas. Por 
exemplo, a sequencia de aminoacidos das histonas H4 de uma ervilha difere da bovina 
em apenas 2 das 102 posigoes de aminoacidos. Essa forte conservagao evolutiva sugere 
que a fungao das histonas envolve quase todos os seus aminoacidos, de modo que uma 
alteragao em qualquer posigao seria prejudicial para a celula. Mas, alem dessa conser¬ 
vagao notavel, muitos organismos eucarioticos tambem produzem pequenas quanti- 
dades de variantes de histonas especializadas que diferem das histonas principais na 
sequencia de aminoacidos. Como discutido mais adiante, essas variantes, combinadas 
a um surpreendente numero de modificagoes covalentes que podem ser adicionadas as 
histonas nos nucleossomos, originam uma grande diversidade de estruturas da croma¬ 
tina nas celulas. 

Os nucleossomos possuem uma estrutura dinamica e 
frequentemente estao sujeitos a alteragoes catalisadas pelos 
complexos de remodelagem da cromatina dependentes de ATP 


Por muitos anos, os cientistas acreditaram que, uma vez formado em uma determina- 
da posigao no DNA, o nucleossomo permaneceria fixo naquele lugar devido a forte as- 
sociagao entre o cerne de histonas e o DNA. Se fosse verdade, isso traria problemas ao 
mecanismo genetico de leitura, que, em principio, necessita um acesso facil as varias 
sequencias especificas de DNA. Tambem prejudicaria a rapida passagem das maquina- 
rias de transcrigao e replicagao de DNA pela cromatina. Porem, experimentos de cine- 
tica mostraram que o DNA em um nucleossomo isolado e desenrolado a partir de cada 
extremidade a uma taxa de cerca de quatro vezes por segundo, permanecendo exposto 
por 10 a 50 milissegundos antes que a estrutura parcialmente desenrolada se feche no- 
vamente. Portanto, a maioria do DNA em um nucleossomo isolado esta, em principio, 
dispomvel para ligagao com outras protemas. 

Um "afrouxamento” adicional dos contatos entre DNA e histonas na cromatina e 
obviamente necessario, pois as celulas eucarioticas content uma grande variedade de 
complexos de remodelagem da cromatina dependentes de adenosina trifosfato (ATP, de 
adenosine triphosphate). Esses complexos incluem uma subunidade que hidrolisa ATP 
(uma ATPase relacionada evolutivamente as DNA-helicases discutidas no Capitulo 5). 
Essa subunidade liga-se tanto a protema do cerne do nucleossomo como a dupla-fita 
de DNA enrolada nele. Usando a energia da hidrolise do ATP para deslocar o DNA do 
cerne, esse complexo de protemas altera, temporariamente, a estrutura do nucleosso¬ 
mo, tornando a ligagao do DNA ao cerne mais livre. Por meio de ciclos repetidos de hi- 
drolise de ATP que impulsionam o cerne do nucleossomo ao longo da dupla-helice de 
DNA, os complexos de remodelagem podem catalisar o deslizamento dos nucleossomos. 
Dessa forma, eles podem reposicionar os nucleossomos para expor regioes especificas 
do DNA, tornando-as acessiveis a outras protemas na celula (Figura 4-26). Alem dis- 
so, pela cooperagao com uma variedade de outras protemas que ligam-se as histonas 
e atuam como chaperonas de histonas, alguns complexos de remodelagem sao capazes 
de remover todo ou partes do cerne do nucleossomo, catalisando a troca das histonas 
H2A-H2B ou a remogao total do octamero do cerne do DNA (Figura 4-27). Como resul- 
tado desses processos, experimentos de medigao revelaram que um nucleossomo tipico 
e substituido no DNA a cada 1 ou 2 horas dentro da celula. 

As celulas possuem dezenas de complexos de remodelagem da cromatina depen¬ 
dentes de ATP, especializados em diferentes fungoes. A maioria e composta por grandes 
complexos proteicos contendo 10 ou mais subunidades, algumas delas ligando-se a his¬ 
tonas com modificagoes especificas (ver Figura 4-26C). A atividade desses complexos e 
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cuidadosamente controlada pela celula. A medida que genes sao ativados ou desativa- 
dos, esses complexos sao direcionados para regioes especificas do DNA, onde atuarao 
localmente, influenciando a estrutura da cromatina (discutido no Capitulo 7; ver tam- 
bem Figura 4-40 a seguir). 

Embora algumas sequencias de DNA sejam ligadas mais firmemente do que ou- 
tras ao cerne do nucleossomo (ver Figura 4-25), o fator mais importante no posiciona- 
mento do nucleossomo parece ser a presenga de outras protemas fortemente associadas 
ao DNA. Algumas protemas ligadas favorecem a formagao de um nucleossomo adjacen- 
te. Outras criam obstaculos que forgam o nucleossomo a mover-se para outro lugar. Por- 
tanto, a posigao exata de um nucleossomo ao longo de um segmento de DNA depende 
principalmente da presenga e da natureza de outras protemas ligadas ao DNA. E devido 
a presenga dos complexos de remodelagem da cromatina dependentes de ATP que o ar- 
ranjo dos nucleossomos no DNA e altamente dinamico, podendo alterar-se rapidamente 
de acordo com as necessidades da celula. 

Normalmente, os nucleossomos sao condensados para formar 
uma fibra de cromatina compacta 

Embora cordoes de nucleossomos extremamente longos sejam formados no DNA cro- 
mossomico, a cromatina de uma celula viva raramente apresenta a forma de "colar de 
contas” Na verdade, os nucleossomos sao compactados uns em cima dos outros, produ- 
zindo arranjos nos quais o DNA encontra-se altamente condensado. Assim, quando o 
nucleo e delicadamente lisado e colocado na tela de microscopia eletronica, uma gran¬ 
de parte da cromatina e vista na forma de uma fibra com cerca de 30 nm de diametro, 
consideravelmente mais espessa do que a cromatina na forma de "colar de contas” (ver 
Figura 4-21). 

A maneira como os nucleossomos estao organizados nos arranjos condensados 
nao e clara. A estrutura de um tetranucleossomo (um complexo de quatro nucleosso¬ 
mos) obtido por cristalografia de raios X e microscopia eletronica de alta resolugao da 
cromatina reconstituida foi utilizada para reforgar o modelo de zigue-zague para o empi- 
lhamento dos nucleossomos em uma fibra de 30 nm (Figura 4-28). Estudos usando mi¬ 
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Figura 4-26 Deslizamento do nucleosso¬ 
mo catalisado pelos complexos de re¬ 
modelagem da cromatina dependentes 
de ATP. (A) Utilizando a energia de hidrolise 
de ATP, o complexo de remodelagem pare¬ 
ce deslocar o DNA de seu nucleossomo e 
afrouxar sua ligagao ao cerne do nucleos¬ 
somo. Assim, cada ciclo de ligagao do ATP, 
hidrolise e liberagao dos produtos ADP e 
Pj desloca o DNA em relagao ao octamero 
de histonas na diregao mostrada pela 
seta no diagrama. Varios desses ciclos sao 
necessarios para produzir o deslizamento 
do nucleossomo ilustrado. (B) Estrutura de 
um dimero formado por duas subunidades 
identicas de ATPase (em verde) ligado a um 
nucleossomo, que realiza o deslizamento 
dos nucleossomos para frente e para tras 
na familia de complexos de remodelagem 
da cromatina ISW1. (C) Estrutura de um 
grande complexo de remodelagem da cro¬ 
matina mostrando como se acredita que ele 
se enrole ao redor de um nucleossomo. 0 
complexo RSC de leveduras, modelado em 
verde, contem 15 subunidades - incluindo 
uma ATPase e pelo menos quatro subunida¬ 
des com domfnios que reconhecem histonas 
com modificagoes covalentes especificas. (B, 
de L.R. Racki et al„ Nature 462:1016-1021, 
2009. Com permissao de Macmillan Publi¬ 
shers Ltd; C, adaptada de A.E. Leschziner 
etal., Proc. Natl Acad. Sci. USA 104:4913- 
4918, 2007.) 
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Chaperona de histonas 




TROCA DOS DIMEROS H2A-H2B 


Figura 4-27 Remogao de nucleossomos e troca de his¬ 
tonas catalisada pelo complexo de remodelagem da 
cromatina dependente de ATP. Por meio da cooperagao 
com membros especfficos de uma grande familia de dife- 
rentes chaperonas de histonas, alguns complexos de remo¬ 
delagem podem remover dimeros H2A-H2B de urn nucle- 
ossomo (serie de reagoes na parte superior) e substituf-los 
por dimeros contendo formas variantes de histonas, como 
os dimeros H2AZ-H2B (ver Figura 4-35). Outros complexos 
de remodelagem sao atrafdos para sftios especfficos da 
cromatina e cooperam com as chaperonas de histonas para 
remover completamente o octamero de histonas e/ou subs- 
tituindo-o por urn cerne de nucleossomo diferente (reagoes 
na parte inferior). As figuras mostradas aqui ilustram esses 
processos de modo muito simplificado. 



DNA sem 
nucleossomo 




n 



TROCA DO CERNE DO 
NUCLEOSSOMO 
(OCTAMERO DE HISTONAS) 


Figura 4-28 Modelo de zigue-zague 
para a fibra de cromatina de 30 nm. 

(A) Conformagao de dois dos quatro 
nucleossomos em urn tetranucleossomo, 
a partir da estrutura determinada por 
cristalografia de raios X. (B) Diagrama do 
tetranucleossomo inteiro; o quarto nucle¬ 
ossomo nao e visfvel, estando empilhado 
sobre e atras do nucleossomo de baixo, 
neste diagrama. (C) llustragao esquematica 
de uma possfvel estrutura de zigue-zague 
que pode ser responsavel pela formagao 
da fibra de cromatina de 30 nm. (A, 
codigo PDB: 1ZBB; C, adaptada de C.L. 
Woodcock, Nat. Struct. Mol. Biol. 12:639- 
640, 2005. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 


croscopia crioeletronica de nucleos cuidadosamente preparados, porem, sugerem que a 
maioria das regioes da cromatina apresentem estrutura menos regular. 

O que causa o forte empilhamento entre os nucleossomos? As ligagoes nucleosso¬ 
mo-nucleossomo que envolvem as caudas das histonas, especialmente a cauda da H4, 
constituem um fator importante (Figura 4-29). Um outro fator importante e uma histona 
adicional normalmente presente na proporgao 1:10 em relagao aos cernes, conhecida 
como histona HI. Essa histona de ligagao e maior do que as histonas do cerne, sendo 
consideravelmente menos conservada na evolugao. Uma unica molecula de histona HI 
liga-se a cada nucleossomo, fazendo contato com o DNA e com a protema, e alteran- 
do a diregao do DNA quando ele sai do nucleossomo. Essa alteragao na via de saida do 
DNA parece auxiliar a compactagao do DNA nucleossomico (Figura 4-30). A maioria 
dos organismos eucarioticos produz varias histonas HI com sequencias de aminoacidos 
distintas, porem relacionadas. A presenga de varias outras protemas de ligagao ao DNA, 
bem como as protemas que se ligam diretamente as histonas, certamente adicionara ca- 
racteristicas extras a qualquer arranjo nucleossomico. 
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Resumo 

Um gene e uma sequencia de nucleotideos em uma molecula de DNA que atua como uma 
unidade funcional para a produgao de uma proteina, de um RNA estrutural ou de uma 
molecula de RNA catalitica ou reguladora. Em eucariotos, os genes que codificam protei- 
nas normalmente sao compostos por uma sequencia alternada de introns e exons, asso- 
ciados a regioes reguladoras de DNA. Um cromossomo eformado a partir de uma unica 
molecula deDNA extremamente longa que contem varios genes em uma disposigao linear, 
ligada a um enorme conjunto de proteinas. 0 genoma humano contem 3,2 x 10 9 pares de 
nucleotideos, divididos entre 22 cromossomos autossomicos diferentes (cada um presente 
com duas copias) e dois cromossomos sexuais. Somente uma pequena porcentagem desse 
DNA codifica proteinas ou moleculas funcionais de RNA. A molecula de DNA cromossd- 
mico tambem contem tres outros tipos de sequencias nucleotidicas importantes: as origens 
de replicagao e os telomeros, que permitem que a molecula de DNA seja replicada de ma- 
neira eficiente, enquanto o centromero liga as moleculas-irmas de DNA ao fuso mitotico, 
assegurando sua segregagao precisa as celulas-filhas durante afase M do ciclo celular. 

O DNA dos eucariotos efortemente ligado a uma massa igual de histonas, as quais 
formam unidades repetidas de proteina-DNA chamadas de nucleossomos. O nucleossomo 
e composto por um cerne octamerico de proteinas histonas ao redor das quais se enrola a 
dupla-helice de DNA. Os nucleossomos estao dispostos em intervalos de cerca de 200 pares 
de nucleotideos e normalmente sao compactados (com o auxilio de moleculas da histona 
HI) em arranjos quase regulares, formando uma fibra de cromatina de 30 nm. Apesar de 
compacta, a estrutura da cromatina deve ser altamente dinamica para permitir o acesso 
ao DNA. Alguns enrolamentos e desenrolamentos entre DNA e nucleossomo sao espon- 
taneos; porem a estrategia geral para as alteragoes reversiveis locais na estrutura da cro¬ 
matina sao os complexos de remodelagem da cromatina dependentes de ATP. As celulas 
contem um grande numero desses complexos, que sao direcionados a regioes especificas 
da cromatina em periodos especificos. Os complexos de remodelagem colaboram com as 
chaperonas de histonas e permitem que os cernes nucleossomicos sejam reposicionados, 
reconstituidos a partir de diferentes histonas ou completamente removidos para expor o 
DNA neles enrolado. 


Figura 4-29 Um modelo para a fungao 
das caudas de histonas na compac¬ 
tagao da cromatina. (A) Um diagrama 
mostra os locais aproximados da saida 
das caudas das oito histonas, cada cauda 
oriunda de uma proteina que se projeta 
para fora de cada nucleossomo. A estru¬ 
tura real e mostrada a direita. Na estrutura 
em alta resolugao do nucleossomo, as cau¬ 
das estao desestruturadas, sugerindo que 
sao altamente flexiveis. (B) Como indicado, 
as caudas das histonas parecem estar 
envolvidas nas interagoes entre os nucleos¬ 
somos que auxiliam a compactagao desses 
nucleossomos. (A, codigo PDB: 1KX5.) 



Figura 4-30 Maneira como a histona 
de ligagao se liga ao nucleossomo. 

A posigao e a estrutura da histona HI sao 
mostradas. A regiao central de HI restrin- 
ge uns 20 pares de nucleotideos de DNA 
adicionais, na saida do cerne do nucleos¬ 
somo e e importante na compactagao da 
cromatina. (A) Diagrama esquematico e 
(B) estrutura deduzida para um unico 
nucleossomo derivada da estrutura obtida 
por microscopia eletronica de alta resolu- 
gao de uma fibra de cromatina reconstitui- 
da (C). (B e C adaptadas de F. Song et al., 
Science 344:376-380, 2014.) 
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ESTRUTURA E FUNCAO DA CROMATINA 

Apos descrevermos como o DNA e empacotado nos nucleossomos criando a fibra de 
cromatina, discutiremos agora os mecanismos que produzem as diferentes estruturas 
da cromatina em diferentes regibes do genoma celular. Mecanismos desse tipo exercem 
uma variedade de importantes fungoes nas celulas. Surpreendentemente, alguns tipos 
de estrutura da cromatina podem ser herdados; isto e, a estrutura pode ser transmitida 
diretamente de uma celula a suas descendentes. Como a memoria celular resultante e 
fundamentada em uma estrutura de cromatina herdada e nao em alteragoes da sequen- 
cia de DNA, essa e uma forma de heranga epigenetica. O prefixo epi, do grego “em cima” 
e apropriado porque a epigenetica representa uma forma de heranga que se sobrepoe a 
heranga genetica com base no DNA. 

No Capitulo 7, introduziremos as diversas formas de regulagao da expressao geni- 
ca. La a heranga epigenetica sera discutida em detalhes, e serao apresentados os varios 
mecanismos diferentes que a produzem. Aqui, nos deteremos em apenas um, que se ba- 
seia na estrutura da cromatina. Iniciaremos esta segao revisando as observagoes que de- 
monstraram inicialmente que as estruturas da cromatina podem ser herdadas. A seguir, 
descreveremos alguns aspectos quimicos que tornam isso possivel - as modificagoes co- 
valentes das histonas nos nucleossomos. Essas modificagoes possuem muitas fungoes, 
na medida em que atuam como sitios de reconhecimento para dommios de protemas 
que se ligam a complexos proteicos especificos a diferentes regioes da cromatina. Dessa 
forma, as histonas tern efeito na expressao genica, bem como em varios outros processos 
ligados ao DNA. Por meio desses mecanismos, a estrutura da cromatina desempenha 
um papel importante no desenvolvimento, no crescimento e na manutengao de todos os 
organismos eucarioticos, incluindo humanos. 

A heterocromatina e altamente organizada e restringe a 
expressao genica 

Estudos de microscopia optica, na decada de 1930, mostraram dois tipos diferentes de 
cromatina do nucleo em interfase de varias celulas de eucariotos superiores: uma forma 
altamente condensada, chamada de heterocromatina, e todo o resto, uma forma menos 
condensada, chamada de eucromatina. A heterocromatina representa uma forma com- 
pacta especial (ver Figura 4-9), e ainda ha muito a ser entendido sobre suas propriedades 
moleculares. Ela e grandemente concentrada em algumas regioes especializadas, parti- 
cularmente nos centromeros e telomeros introduzidos anteriormente (ver Figura 4-19), 
mas tambem esta presente em varios outros locais nos cromossomos - locais que podem 
variar de acordo com o estado fisiologico da celula. Em uma celula tipica de mamiferos, 
mais de 10% do genoma estao empacotados nessa forma. 

Normalmente, o DNA na heterocromatina contem poucos genes; quando regioes 
da eucromatina sao convertidas ao estado de heterocromatina, seus genes geralmente 
sao desligados. Contudo, sabemos que o termo heterocromatina inclui inumeros modos 
distintos de compactagao da cromatina que possuem implicagoes diferentes na expres¬ 
sao genica. Portanto, a heterocromatina nao deve ser considerada simplesmente como 
uma forma de isolamento do DNA “morto” e sim como um modo de descrever dommios 
compactos de cromatina que possuem em comum a caracteristica de ser anormalmente 
resistentes a expressao genica. 

0 estado da heterocromatina e autopropagavel 

Por meio de quebras e religagoes cromossomicas, causadas por um acidente genetico 
natural ou por um artificio experimental, um segmento cromossomico normalmente eu- 
cromatico pode ser translocado para um local proximo a heterocromatina. Notavelmen- 
te, isso provoca quase sempre o silenciamento - a inativagao - de genes normalmente 
ativos. Esse fenomeno e denominado efeito posicional. Ele reflete a distribuigao do es¬ 
tado de heterocromatina na regiao originalmente eucromatica e fornece indicagoes im¬ 
portantes para os mecanismos de criagao e manutengao da heterocromatina. Os efeitos 
posicionais, primeiramente reconhecidos em Drosophila, foram observados em varios 
eucariotos, incluindo leveduras, plantas e humanos. 
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Na etapa inicial do desenvolvimento embrionario, a heterocromatina e formada e 
propaga-se pela eucromatina vizinha em diferentes intensidades nas diferentes celulas 
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Figura 4-31 A causa do efeito posicional variegado na Drosophila. (A) A heterocromatina ( verde ) normalmente e impedida de se espalhar por regioes 
adjacentes da eucromatina ( vermelho ) por sequences de barreira de DNA, que discutiremos adiante. Nas moscas que herdam certos rearranjos cromossomicos, 
essa barreira nao esta mais presente. (B) Durante o infcio do desenvolvimento dessas moscas, a heterocromatina pode se espalhar no DNA cromossomico vizi- 
nho, avangando por distances variadas em celulas diferentes. A propagagao logo para, mas o padrao de heterocromatina estabelecido e subsequentemente 
herdado, de modo que sao produzidos grandes clones de celulas da progenie, possuindo os mesmos genes vizinhos condensados em heterocromatina e, 
portanto, inativados (por isso a aparencia "variegada" de algumas dessas moscas; ver Figura 4-32). Embora o termo "propagagao" seja usado para descrever 
a formagao de nova heterocromatina proxima a heterocromatina preexistente, o termo pode nao ser adequado. Ha evidences de que, durante a expansao, a 
condensagao de DNA em heterocromatina pode "pular" algumas regioes de cromatina, evitando efeitos repressores nos genes ali localizados. 


Barreira 



/ \ 

Heterocromatina Eucromatina 


Nos eventos de quebra e religagao do tipo descrito acima, a zona de silenciamen- 
to, em que a eucromatina e convertida a um estado de heterocromatina, e espalhada a 
distancias diferentes nas diferentes celulas precoces do embriao da mosca. Interessan- 
temente, essas diferengas sao perpetuadas pelo resto da vida do animal: em cada celula, 
uma vez estabelecida a condigao da heterocromatina em um segmento da cromatina, 
ela tende a ser herdada de modo estavel por toda descendencia da celula (Figura 4-31). 
Esse fenomeno surpreendente, chamado de efeito posicional variegado, foi inicialmen- 
te identificado por uma analise genetica detalhada da perda do pigmento vermelho no 
olho da mosca, produzindo efeito de pintas (Figura 4-32). Esse efeito apresenta seme- 
lhangas com a extensa propagagao da heterocromatina que inativa um dos dois cromos¬ 
somos X nas femeas de mamiferos. Nesse caso, tambem ocorre um processo aleatorio 
em cada celula do embriao no inicio do desenvolvimento, que comanda qual cromosso- 
mo X sera inativado, e esse mesmo cromossomo X permanecera inativo em toda a des¬ 
cendencia da celula, formando um mosaico de clones diferentes no organismo adulto 
(ver Figura 7-50). 

Essas observagoes, juntas, levam a uma estrategia fundamental da formagao da 
heterocromatina: heterocromatina gera mais heterocromatina. Esse mecanismo de re- 
torno positivo pode atuar tanto no espago, causando a propagagao do estado de hete¬ 
rocromatina pelo cromossomo, como no tempo, por meio das geragoes, propagando o 
estado de heterocromatina da celula-mae as celulas-filhas. O desafio e explicar os meca- 
nismos moleculares que dirigem esse surpreendente comportamento. 

Como primeira etapa, uma pesquisa das moleculas envolvidas pode ser efetuada. 
Isso foi realizado por meio de rastreamentos geneticos, em que um grande numero de 
mutantes e produzido, e aqueles que apresentam uma anormalidade no processo es- 


Gene White na 




Figura 4-32 Descoberta dos efeitos 
de posigao na expressao genica. 

0 gene White da mosca Drosophila 
controla a produgao de pigmentos do 
olho, recebendo essa denominagao devido 
a mutagao que permitiu sua identificagao. 
Moscas com o tipo selvagem do gene, isto 
e, com um gene White normal ( White *), 
possuem pigmentagao normal nos olhos, 
que Ihes confere olhos vermelhos, mas, se 
o gene White estiver mutado e inativado, 
as moscas mutantes (White) nao produ- 
zirao pigmentos e terao olhos brancos. 

Nas moscas nas quais um gene White nor¬ 
mal foi colocado proximo a uma regiao 
de heterocromatina, foram produzidos 
olhos manchados, com partes verme- 
Ihas e brancas. As manchas brancas repre- 
sentam as linhagens celulares em que o 
gene White foi silenciado pelos efeitos da 
heterocromatina. Em contraste, as man¬ 
chas vermelhas representam as linhagens 
celulares onde o gene White e expresso. 

Em estagios iniciais do desenvolvimento, 
quando a heterocromatina e formada pela 
primeira vez, ela se propaga pela eucroma¬ 
tina adjacente em distancias diferentes nas 
diferentes celulas embrionarias (ver Figura 
4-31). A presenga de manchas de celu¬ 
las vermelhas e brancas revela que o esta¬ 
do de ativagao transcricional, determinado 
pela compactagao do gene na cromatina 
naquelas celulas ancestrais, e herdado por 
todas as celulas-filhas. 
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(A) ACETILAgAO E METILAgAO DA LISINA SAO REAgOES QUE COMPETEM 
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(B) FOSFORILAgAO DA SERINA 


Figura 4-33 Alguns tipos de modificagoes importantes nas cadeias laterals de aminoa- 
cidos ligados covalentemente encontradas nas histonas de nucleossomos. (A) Tres niveis 
diferentes de metilagao de lisina sao mostrados, cada um reconhecido por uma proteina de 
ligagao diferente e, portanto, cada um com um significado diferente para a celula. Observe que a 
acetilagao remove a carga positiva da lisina e que - o mais importante - uma lisina acetilada nao 
pode ser metilada e vice-versa. (B) A fosforilagao da serina adiciona uma carga negativa a uma 
histona. Modificagoes de histonas nao mostradas aqui incluem a mono ou a di metilagao da argi- 
nina, a fosforilagao da treonina, a adigao de uma ADP-ribose a um acido glutamico e a adigao de 
um grupo ubiquitila, sumoil ou biotina a uma lisina. Fosfosserina 

tudado sao selecionados. Rastreamentos geneticos extensos, realizados em Drosophila, 
fungos e camundongos, identificaram mais de cem genes cujos produtos aumentam ou 
reduzem a propagagao da heterocromatina e a estabilidade da heranga - em outras pa- 
lavras, genes que atuam como intensificadores ou supressores do efeito positional varie- 
gado. Muitos desses genes codificam proteinas cromossomicas nao histonas que intera- 
gem com as histonas e estao envolvidas na modificagao ou manutengao da estrutura da 
cromatina. Discutiremos como elas atuam nas segoes seguintes. 

As histonas do cerne sao modificadas covalentemente em varios 
sftios diferentes 

As cadeias laterais dos aminoacidos das quatro histonas no cerne do nucleossomo estao 
sujeitas a uma grande variedade de modificagoes covalentes, incluindo a acetilagao de 
lisinas, a mono, di e trimetilagao de lisinas, e a fosforilagao de serinas (Figura 4-33). Um 
grande numero de modificagoes de cadeias laterais ocorre nas "caudas” N-terminais de 
histonas, relativamente sem estrutura, que se projetam para fora do nucleossomo (Figu¬ 
ra 4-34). Entretanto, mais de 20 modificagoes especificas tambem ocorrem em cadeias 
laterais do cerne globular do nucleossomo. 

Todos os tipos de modificagoes sao reversiveis, com uma enzima atuando na for- 
magao de um tipo particular de modificagao, e outra para remove-la. Essas enzimas sao 
altamente especificas. Portanto, por exemplo, os grupos acetil adicionados a lisinas es¬ 
pecificas por um conjunto de diferentes histonas acetiltransferases (HAT) sao removidos 
por um conjunto de complexos de histonas desacetilases (HDACs). Da mesma forma, os 
grupos metil adicionados as cadeias laterais de lisinas por um grupo de diferentes me- 
tiltransferases de histonas sao removidos por um conjunto de demetilases de histonas. 
Cada enzima e recrutada a sitios especificos na cromatina em periodos determinados 
durante a vida da celula. Para a maioria, o recrutamento inicial depende de proteinas 
reguladoras da transcrigao (as vezes denominadas "fatores de transcrigao ,, ou “regula- 
dores de transcrigao ,, ). Como sera discutido no Capitulo 7, essas proteinas reconhecem e 
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Figura 4-34 Modificagoes covalentes nas caudas das histonas do cerne. (A) Estrutura do nucleossomo ressaltando a localizagao dos primeiros 30 aminoacidos, 
aproximadamente, em cada uma das oito caudas N-terminais das histonas (verde). Essas caudas sao desestruturadas e muito moveis, alterando, assim, sua confor- 
magao de acordo com as outras protefnas ligadas. (B) As modificagoes mais bem conhecidas das quatro histonas do cerne estao indicadas. Embora apenas urn unico 
simbolo seja utilizado para a metilagao (M), cada lisina (K) ou arginina (R) pode ser metilada de varias maneiras. Observe que algumas posigoes 
(p. ex., lisina 9 de H3) podem ser modificadas tanto pela metilagao como pela acetilagao, mas nao por ambas. A maioria das modificagoes mostradas adiciona uma 
molecula relativamente pequena nas caudas das histonas, exceto a ubiquitina, uma proteina com 76 aminoacidos tambem usada em outros processos celulares 
(ver Figura 3-69). Nao esta mostrado, mas existem mais de 20 modificagoes possiveis no cerne globular das histonas. (A, codigo PDB: 1KX5; B, adaptada de 
H. Santos-Rosa e C. Caldas, Eur. J. Cancer 41:2381-2402, 2005. Com permissao de Elsevier.) 


ligam-se a sequencias especificas de DNA nos cromossomos. Elas sao produzidas em di- 
ferentes periodos e locais durante a vida de um organismo e, assim, determinam onde e 
quando as enzimas que modificam a cromatina irao atuar. Sendo assim, no final das con- 
tas, e a sequencia de DNA que determina como as histonas sao modificadas. Porem, pe- 
los menos em alguns casos, as modificagoes covalentes nos nucleossomos permanecem 
por muito tempo apos o desaparecimento dos fatores de transcrigao que as induziram, 
fornecendo a celula, portanto, uma memoria da historia de seu desenvolvimento. Mais 
notavel ainda e que, assim como no fenomeno de efeito posicional variegado discutido 
acima, essa memoria pode ser transmitida de uma geragao celular a outra. 

Padroes muito diferentes de modificagoes covalentes sao encontrados nos diferen- 
tes grupos de nucleossomos, dependendo da sua posigao exata no genoma e da historia 
da celula. As modificagoes das histonas sao cuidadosamente controladas e apresentam 
consequencias importantes. A acetilagao de lisinas nas caudas N-terminais afrouxa a 
estrutura da cromatina, em parte porque a adigao de um grupo acetil a lisina remove 
sua carga positiva, reduzindo a afinidade das caudas aos nucleossomos adjacentes. En- 
tretanto, os efeitos mais significativos das modificagoes das histonas e sua capacidade 
de recrutar outras protemas especificas ao segmento de cromatina modificado. A trime- 
tilagao de uma lisina especifica na cauda da histona H3, por exemplo, atrai a proteina 
especifica de heterocromatina HP1 e contribui para o estabelecimento e propagagao 
da heterocromatina. Mais genericamente, as protemas recrutadas atuam junto com as 
histonas modificadas para determinar como e quando os genes serao expressos, alem 
de outras fungoes cromossomicas. Dessa forma, a estrutura exata de cada dominio da 
cromatina determina a leitura da informagao genetica que contem, portanto, a estrutura 
e fungao da celula eucariotica. 
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Figura 4-35 Estrutura de algumas 
formas variantes de histonas em 
comparagao as histonas principals que 
elas substituem. As variantes de histonas 
sao inseridas nos nucleossomos em sftios 
cromossomicos especificos por enzimas 
de remodelagem da cromatina depen- 
dentes de ATP, que atuam juntamente as 
chaperonas de histonas (ver Figura 4-27). 

A CENP-A (proteina centromerica-A), uma 
variante da histona H3, e discutida mais 
adiante neste capitulo (ver Figura 4-42); 
outras variantes sao discutidas no Capitulo 
7. As sequences com coloragoes diferen- 
tes em cada variante indicam regioes com 
uma sequencia de aminoacidos diferente 
da histona principal mostrada acima. 
(Adaptada de K. Sarma e D. Reinberg, Nat. 
Rev. Mol. Cell Biol. 6:139-149, 2005.Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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A cromatina adquire mais variedade pela insergao sitio-especifica 
de urn pequeno conjunto de variantes de histonas 

Alem das quatro histonas-padrao do cerne altamente conservadas, os eucariotos con¬ 
tem algumas variantes de histonas que podem formar os nucleossomos. Essas histonas 
estao presentes em quantidades muito pequenas comparadas as histonas principais e 
foram bem menos conservadas durante a evolugao. Variantes de histonas sao conhe- 
cidas para todas as histonas do cerne, exceto H4; alguns exemplos estao ilustrados na 
Figura 4-35. 

As histonas principais sao sintetizadas especialmente durante a fase S do ciclo ce- 
lular e montadas nos nucleossomos das duplas-helices de DNA das celulas-filhas logo 
atras da forquilha de replicagao (ver Figura 5-32). Em contraste, a maior parte das va¬ 
riantes de histonas e sintetizada durante a interfase. Elas normalmente sao inseridas na 
cromatina ja formada, o que requer um processo de troca de histonas catalisado pelos 
complexos de remodelagem dependentes de ATP, discutidos anteriormente. Esses com¬ 
plexes de remodelagem contem subunidades que promovem sua ligagao a sitios especi¬ 
ficos na cromatina e tambem a chaperonas de histonas que carregam uma determinada 
variante. Assim, cada variante de histona e inserida na cromatina de forma altamente 
seletiva (ver Figura 4-27). 

Modificagoes covalentes e variantes de histonas atuam em 
conjunto no controle das fungoes dos cromossomos 

O numero de diferentes marcagoes possiveis em um mesmo nucleossomo e enorme, e 
esse grande potencial de diversidade e ainda maior quando consideramos a possibili- 
dade dos nucleossomos conterem variantes de histonas. Contudo, e sabido que as mo¬ 
dificagoes das histonas ocorrem em grupos coordenados. Mais de 15 desses grupos sao 
identificados em celulas de mamiferos. Ainda nao esta claro, porem, quantos tipos dife¬ 
rentes de cromatina apresentam importancia funcional nas celulas. 

Algumas combinagoes sao conhecidas por possuirem um significado especifico 
na celula, de modo a determinar quando e como o DNA compactado nos nucleosso¬ 
mos devera ser acessado ou manipulado - levando a ideia de um “codigo de histonas”. 
Por exemplo, um tipo de marca indica que um segmento da cromatina foi recente- 
mente replicado, outro indica que o DNA na cromatina foi danificado e necessita ser 
reparado, enquanto outros sinalizam quando e como a expressao genica deve ocor- 
rer. Diversas proteinas reguladoras contem pequenos dominios que se ligam a essas 
marcas especificas e reconhecem, por exemplo, uma lisina trimetilada na posigao 4 na 
histona H3 (Figura 4-36). Esses dominios estao normalmente ligados como modulos 
em uma unica e grande proteina ou em complexos proteicos, que assim reconhecem 
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Figura 4-36 Como uma marca no nucleossomo e lida. A figura mostra a estrutura de um modulo proteico (denominado dominio ING 
PHD) que reconhece especificamente a lisina 4 trimetilada na histona H3. (A) Um grupo trimetil. (B) Modelo de preenchimento de um do¬ 
minio ING PHD ligado a cauda de histona ( verde, com o grupo trimetil destacado em amarelo). (C) Modelo de fitas mostrando como os 6 
aminoacidos N-terminais da cauda de H3 sao reconhecidos. As linhas vermelhas representam ligagoes de hidrogenio. Este e um membro 
de uma famflia de domfnios PHD que reconhece lisinas metiladas em histonas; diferentes membros da famflia ligam-se fortemente as lisinas 
localizadas em diferentes posigoes e podem diferenciar entre lisinas mono, di e trimetiladas. Da mesma forma, outros pequenos modulos 
proteicos reconhecem cadeias laterais especificas que foram marcadas com grupos acetil, fosfato e assim por diante. (Adaptada de PV. Pena 
et al., Nature 442:100-103, 2006. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 


uma combinagao especffica de modificagoes nas histonas (Figura 4-37). O resultado 
e um complexo de leitura que permite que uma determinanda combinagao de marcas 
na cromatina atraia outras proteinas para executar uma fungao biologica especffica no 
momento certo (Figura 4-38). 

As marcas nos nucleossomos resultantes das adigoes covalentes as histonas sao 
dinamicas, sendo constantemente removidas e adicionadas a velocidades que depen¬ 
dent da localizagao cromossomica. Como as caudas das histonas projetam-se para fora 
do cerne nucleossomico e provavelmente estejam acessfveis mesmo quando a croma¬ 
tina esta condensada, elas parecem propiciar um formato adequado para criar marca- 
goes que podem ser prontamente alteradas de acordo com a mudanga das necessidades 
da celula. Embora muitos aspectos caregam de esclarecimentos, alguns poucos exem- 
plos bem estudados da informagao que pode ser codificada pela cauda da histona H3 
estao listados na Figura 4-39. 


Um complexo de proteinas de leitura e escrita (marcagao) pode 
propagar modificagoes especificas da cromatina ao longo do 
cromossomo 

O fenomeno de efeito posicional variegado descrito anteriormente requer que algumas 
formas modificadas da cromatina tenham a capacidade de disseminar-se por distancias 
substanciais ao longo da molecula de DNA cromossomico (ver Figura 4-31). Como isso 
e possfvel? 

As enzimas que adicionam ou removem as modificagoes de histonas nos 
nucleossomos sao componentes de complexos multiproteicos. Elas podem, inicialmen- 
te, ser trazidas a uma determinada regiao da cromatina por uma das proteinas de ligagao 


Figura 4-37 Reconhecimento de uma combinagao especffica de marcas em um 
nucleossomo. Nos exemplos mostrados, dois domfnios adjacentes, que compoem o 
complexo de remodelagem da cromatina NURF (fator de remodelagem de nucleossomo, 
do ingles nucleossome remodeling factor), ligam-se ao nucleossomo pelo dominio PHD 
(em vermelho) que reconhece uma lisina 4 metilada em H3; e um outro dominio 
(um bromodomfnio, em azul ) reconhece uma lisina 16 acetilada em H4. Essas duas 
marcas nas histonas formam um padrao de modificagao de histonas unico que ocorre 
em alguns subgrupos de nucleossomos nas celulas humanas. Aqui, as duas caudas de 
histonas estao indicadas por linhas pontilhadas em verde, e apenas uma metade de um 
nucleossomo e mostrada. (Adaptada de A.J. Ruthenburg et al., Cell 145:692-706, 2011. 
Com permissao de Elsevier.) 




200 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


Figura 4-38 Diagrama mostrando 
como uma combinagao espedfica 
de modificagoes nas histonas pode 
ser identificada por um complexo de 
leitura. Um grande complexo proteico, 
com varios modulos pequenos, cada um 
reconhecendo uma marca espedfica nas 
histonas, esta esquematicamente ilustrado 
(em verde). Esse "complexo de leitura" 
so ira se ligar fortemente a uma regiao da 
cromatina que contenha varias marcas nas 
histonas que sao reconhecidas pelo com¬ 
plexo. Portanto, apenas uma combinagao 
especffica de marcas provocara a ligagao 
do complexo a cromatina e atraira os com¬ 
plexes proteicos adicionais (em roxo) ne- 
cessarios para catalisar fungoes biologicas. 


Figura 4-39 Alguns significados es- 
pecificos de modificagoes das histo¬ 
nas. (A) A figura mostra as modificagoes 
na cauda N-terminal da histona H3, repe- 
tidas da Figura 4-34. (B) A cauda de H3 
pode ser marcada por diferentes conjuntos 
de modificagoes que atuam em conjunto 
para produzir um determinado significado. 
Apenas poucos significados sao conheci- 
dos, incluindo os tres exemplos apresenta- 
dos. Nao esta mostrado que a leitura das 
marcas de histona normalmente envolve 
o reconhecimento conjunto de marcas 
em outros sftios do nucleossomo (como 
sugerido na Figura 4-38) juntamente com 
o reconhecimento indicado na cauda H3. 
Alem disso, nfveis especfficos de metilagao 
(grupos mono, di ou trimetil) geralmente 
sao necessarios. Assim, por exemplo, a 
trimetilagao da lisina 9 atrai a proteina HP1 
especffica da heterocromatina, que induz 
uma onda de propagagao de trimetilagoes 
adicionais da lisina 9, seguidas por mais li- 
gagoes de HP1, de acordo com o diagrama 
geral ilustrado adiante (ver Figura 4-40). 
Tambem e importante, nesse processo, a 
trimetilagao sinergica da lisina 20 na cauda 
N-terminal da histona H4. 


Ligagao de modulos Proteina 

proteicos a modificagoes de suporte 

especfficas das histonas 1 

nos nucleossomos j 



Complexo 
de leitura 


Modificagao 
covalente na 


cauda da 


histona (marca) 




A PROTEINA DE 
LEITURA LIGA-SE 
E ATRAI OUTROS 
COMPONENTES 


Complexo proteico com 
atividades catalfticas e 



Ligagao a outros componentes no nucleo, 
resultando em expressao genica, 
silenciamento genico ou outras fungoes biologicas 


ao DNA sequencia-especificas (reguladores de transcrigao) discutido nos Capitulos 6 e 
7 (para um exemplo especifico, ver Figura 7-20). Mas, apos uma enzima de modificagao 
"escrever” sua marca em um ou em alguns nucleossomos adjacentes, seguem-se eventos 
que se assemelham a uma reagao em cadeia. Nesses casos, uma “enzima de escrita” atua 
em conjunto com uma “proteina de leitura ;; localizada no mesmo complexo proteico. 
A proteina de leitura possui um modulo que reconhece a marca e se liga firmemente ao 
nucleossomo recem-modificado (ver Figura 4-36), ativando a enzima de leitura ligada e 
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Protefna reguladora 





Modificagao da histona (marca) 


LIGAgAO DE UM NOVO 
COMPLEXO DE LEITURA E ESCRITA 



ONDA DE PROPAGAgAO DE CONDENSAgAO 
DA CROMATINA 


Figura 4-40 Como o recrutamento de 
um complexo de leitura e escrita pode 
espalhar alteragoes da cromatina ao 
longo do cromossomo. A enzima de 
leitura cria uma modificagao especffica 
em uma ou mais das quatro histonas do 
nucleossomo. Apos seu recrutamento a 
um sftio especffico no cromossomo por 
uma protefna de regulagao da transcrigao, 
a protefna de escrita colabora com a de 
leitura para espalhar sua marcagao de 
nucleossomo em nucleossomo por meio 
do complexo de leitura e escrita mencio- 
nado. Para esse mecanismo funcionar, 
a protefna de leitura deve reconhecer a 
mesma marca de modificagao de histona 
que a protefna de escrita produz; sua liga- 
gao a marca ativa a escrita, e isso pode ser 
demonstrado. No exemplo esquematico, 
uma onda de propagagao de condensagao 
da cromatina e induzida desse modo. As 
protefnas adicionais envolvidas, incluindo 
um complexo de remodelagem da croma¬ 
tina dependente de ATP necessario para 
reposicionar os nucleossomos modifica- 
dos, nao estao mostradas. 


a posicionando proxima ao nucleossomo adjacente. Por varios ciclos de escrita e leitura, 
a protema de leitura pode carregar a enzima de leitura ao longo do DNA - distribuindo a 
marca de “mao em mao" pelo cromossomo (Figura 4-40). 

Na realidade, o processo e mais complicado que o esquema descrito. Tanto as 
proteinas de leitura como as de escrita sao parte de um complexo proteico que pro- 
vavelmente contenha diversas proteinas de leitura e escrita, e necessite de diversas 
marcas nos nucleossomos para sua propagagao. Alem disso, muitos desses complexos 
de leitura e escrita tambem contem uma protema de remodelagem da cromatina de¬ 
pendente de ATP (ver Figura 4-26C), e todos podem atuar em conjunto para condensar 
ou descondensar longos segmentos de cromatina a medida que a protema de leitura se 
desloca progressivamente ao longo do DNA empacotado no nucleossomo. 

Um processo semelhante e usado na remogao das modificagoes de histonas de 
regioes especificas do DNA; nesse caso, uma “enzima de remogao'; como uma histona 
demetilase ou histona desacetilase, e trazida para o complexo. Como ocorre, para o com¬ 
plexo de escrita na Figura 4-40, proteinas de ligagao a segmentos especificos de DNA 
(reguladores de transcrigao) definem onde tais modificagoes devem ocorrer (discutido 
no Capitulo 7). 

Uma ideia da complexidade dos processos acima pode ser evidenciada por meio 
de resultados de rastreamentos geneticos para genes que intensificam ou que reduzem 
a disseminagao e a estabilidade da heterocromatina, como demonstrado nos efeitos do 
efeito posicional variegado em Drosophila (ver Figura 4-32). Como mencionado, mais 
de cem genes desse tipo sao conhecidos, e a maioria deles parece codificar subunidades 
de proteinas de leitura e escrita de complexos de remodelagem. 
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Sequences de DNA de barreira bloqueiam a propagagao dos 
complexos de leitura e escrita e, portanto, separam domfnios de 
cromatina adjacentes 

O mecanismo mencionado para a propagagao da estrutura da cromatina suscita uma 
questao. Mesmo que cada cromossomo contenha uma molecula continua e extrema- 
mente longa de DNA, como a cacofonia de conversas cruzadas entre dommios de cro¬ 
matina adjacentes com diferentes estruturas e fungoes e evitada? Estudos iniciais do 
efeito posicional variegado sugerem uma resposta: determinadas sequencias de DNA 
indicam os limites dos dommios de cromatina e separam esses dommios entre si (ver 
Figura 4-31). Diversas dessas sequencias de barreira foram identificadas e caracteriza- 
das usando tecnicas de engenharia genetica, que permite que segmentos especificos de 
DNA sejam removidos ou inseridos nos cromossomos. 

Por exemplo, nas celulas destinadas a originar os globulos vermelhos do sangue, 
uma sequencia chamada HS4 normalmente separa o dominio de cromatina ativa que 
contem o locus da (3-globina humana de uma regiao adjacente silenciada de cromati¬ 
na condensada. Se essa sequencia for removida, o locus da (3-globina e invadido pela 
cromatina condensada. Essa cromatina silencia os genes nela contidos e se propaga em 
diferentes extensoes nas diferentes celulas, provocando um efeito posicional variegado 
semelhante ao observado na Drosophila. Como descrito no Capitulo 7, as consequencias 
sao serias: os genes da globina sao pouco expressos, e individuos que possuem essa dele- 
gao apresentam uma forma grave de anemia. 

Em experimentos de engenharia genetica, a sequencia HS4 e geralmente adicio- 
nada as duas extremidades de um gene para ser inserido no genoma de mamiferos, a 
fim de proteger o gene do silenciamento causado pela propagagao da heterocromatina. 
A analise da sequencia de barreira revela que ela contem uma serie de sitios de ligagao 
para as enzimas acetilases de histonas. Como a acetilagao de uma cadeia lateral da lisina 
e incompativel com a metilagao da mesma cadeia lateral e como a metilagao de lisinas 
especificas e necessaria para a propagagao da heterocromatina, as acetilases de histonas 
sao candidatas logicas a formagao dessas barreiras de DNA a propagagao (Figura 4-41). 
Contudo, varios outros tipos de modificagoes da cromatina sao conhecidos e tambem 
protegem os genes do silenciamento. 


(A) 


Poro nuclear 


Figura 4-41 Alguns mecanismos de 
agao das barreiras. Esses modelos de- 
rivam de analises experimentais da agao 
das barreiras, e uma combinagao de varios 
deles pode atuar em um mesmo sftio. 

(A) A uniao de uma regiao da cromatina 
a um grande sftio fixo, como um poro 
nuclear, ilustrado aqui, pode formar uma 
barreira que bloqueia a propagagao da 
heterocromatina. (B) A forte ligagao de 
protefnas de barreira a um grupo de nucle- 
ossomos torna essa cromatina resistente 
a propagagao da heterocromatina. (C) Por 
meio do recrutamento de um grupo de 
enzimas de modificagao de histonas alta- 
mente ativas, as barreiras podem apagar 
as marcas nas histonas, necessarias para o 
espalhamento da heterocromatina. 

Por exemplo, a forte acetilagao da lisina 9 
na histona H3 ira competir com a metila¬ 
gao da lisina 9, evitando, assim, a ligagao 
da protefna HP1 necessaria para formagao 
da principal forma de heterocromatina. 
(Baseada em A.G. West e P. Fraser, Hum. 
Mol. Genet 14:R101-R11 1, 2005. Com 
permissao de Oxford University Press.) 
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Nucleossomo Nucleossomo com 

normal histona H3 especifica 

do centromero 
(A) 



A cromatina nos centromeros revela como as variantes de 
histonas podem criar estruturas especiais 


Figura 4-42 Modelo para a estrutura 
de um centromero simples. (A) Na 

levedura Saccharomyces cerevisiae, uma 
sequencia de DNA centromerica especial 
e montada em um unico nucleossomo, no 
qual duas copias de uma forma variante 
da histona H3 (denominada CENP-A na 
maioria dos organismos) substituem a H3 
normal. (B) De que forma sequences pep- 
tidicas exclusivas a essa variante (ver Figura 
4-35) auxiliam a montagem de proteinas 
adicionais, entre elas as proteinas que for- 
mam o cinetocoro. 0 cinetocoro e atipico 
na captura de apenas um unico microtu- 
bulo; os humanos possuem centromeros 
muito maiores e formam cinetocoros capa- 
zes de capturar 20 ou mais microtubulos 
(ver Figura 4-43). 0 cinetocoro e discutido 
em detalhes no Capftulo 17. (Adaptada 
de A. Joglekar et al., Nat. Cell Biol. 8:581 — 
585, 2006. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 


Nucleossomos com variantes de histonas possuem uma caracteristica distinta e parecem 
ser capazes de produzir marcas na cromatina com um duragao anormalmente longa. 
Um exemplo importante e visto na formagao e na heranga da estrutura de cromatina 
especializada no centromero, a regiao de cada cromossomo necessaria a ligagao ao fuso 
mitotico e segregagao ordenada das copias duplicadas do genoma para as celulas-filhas 
cada vez que a celula se divide. Em varios organismos complexos, incluindo humanos, 
cada centromero esta inserido em uma regiao de cromatina centromerica especial que 
permanece durante a interfase, mesmo que a ligagao ao fuso e o movimento do DNA, 
promovidos pelo centromero, ocorram durante a mitose. Essa cromatina contem uma 
variante de histona H3 especifica de centromero, conhecida como CENP-A (protema 
centromerica-A; ver Figura 4-35), alem de proteinas adicionais que compactam os nu¬ 
cleossomos em arranjos especialmente densos e formam o cinetocoro, uma estrutura 
especial necessaria a ligagao ao fuso mitotico (ver Figura 4-19). 

Uma sequencia especifica de DNA com aproximadamente 125 pares de nucleo- 
tideos e suficiente para atuar como um centromero na levedura S. cerevisiae. Apesar do 
tamanho reduzido, mais de uma diizia de proteinas diferentes se associam a essa se¬ 
quencia de DNA; as proteinas incluem a variante CENP-A da histona H3, a qual, junto 
com outras tres proteinas do cerne de histonas, forma o nucleossomo especifico do cen¬ 
tromero. As proteinas adicionais no centromero de leveduras ligam esse nucleossomo a 
um unico microtubulo a partir do fuso mitotico (Figura 4-42). 

Centromeros nos organismos mais complexos sao consideravelmente maiores 
comparados a leveduras. Por exemplo, centromeros de moscas e de humanos pos¬ 
suem centenas de milhares de pares de nucleotideos e, mesmo que contenham CENP- 
-A, nao parecem conter uma sequencia de DNA especifica de centromeros. Esses cen¬ 
tromeros consistem, em grande parte, em pequenas sequencias repetidas de DNA, 
conhecidas como DNA satelite alfa em humanos. Porem essas mesmas sequencias 
repetidas tambem sao encontradas em outras posigoes (nao centromericas) nos cro¬ 
mossomos, indicando que nao sao suficientes para promover a formagao do centro¬ 
mero. E notavel que, em alguns casos raros, foi observado que centromeros humanos 
novos (chamados de neocentromeros) formam-se espontaneamente em cromosso¬ 
mos fragmentados. Algumas dessas novas posigoes eram originalmente eucromatina e 
nao possuiam DNA satelite alfa (Figura 4-43). Parece que os centromeros de organis¬ 
mos complexos sao definidos por um conjunto de proteinas, em vez de uma sequencia 
especifica de DNA. 

A inativagao de alguns centromeros e a formagao de novo de outros parece ter tido 
uma fungao essencial na evolugao. Especies diferentes, mesmo quando proximas em 
termos evolutivos, normalmente tern numeros de cromossomos diferentes; ver Figura 
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Repetigao de ordem maior 
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Neocentromero formado 
sem DNA satelite alfa 


Figura 4-43 Evidencias para a plasticidade de formagao de um centrdmero humano. (A) Diversas sequences ricas 
em A-T de DNA satelite alfa sao repetidas milhares de vezes em cada centromero humano (em vermelho), envolvidos por he- 
terocromatina pericentrica (em marrom). Porem, devido a um evento de quebra e religagao ancestral, alguns cromossomos 
humanos contem dois blocos de DNA satelite alfa, cada um provavelmente atuando como um centromero no seu cromos- 
somo original. Normalmente, cromossomos com dois centromeros funcionais nao sao propagados de modo estavel porque 
se ligam de modo incorreto ao fuso, sendo quebrados durante a mitose. Nos cromossomos que sobrevivem, porem, um dos 
centromeros tornou-se inativado de algum modo, mesmo que contenha todas as sequences de DNA necessarias. Isso per- 
mite que o cromossomo seja propagado de modo estavel. (B) Em uma pequena parcela dos nascimentos humanos (1/2.000), 
cromossomos extras sao observados nas celulas dos descendentes. Alguns desses cromossomos extras, que foram formados 
por eventos de quebra, nao possuem DNA satelite alfa, mas, mesmo assim, novos centromeros (neocentromeros) foram for¬ 
mados a partir de DNA originalmente da eucromatina. 

A complexidade da cromatina centromerica nao e ilustrada nestes diagramas. 0 DNA satelite alfa que forma a cromati- 
na centromerica em humanos e compactada em blocos alternados de cromatina. Um bloco e formado a partir de um longo 
cordao de nucleossomos contendo a variante de histona H3 CENP-A; o outro bloco contem nucleossomos especialmente 
marcados com dimetil-lisina 4 nas histonas H3 normais. Cada bloco possui mais de mil nucleossomos. Essa cromatina centro¬ 
merica e flanqueada pela heterocromatina pericentrica, como mostrado. A cromatina pericentrica contem lisina 9 metilada 
nas suas histonas H3, com a proteina HP1, e e um exemplo de heterocromatina "classica" (ver Figura 4-39). 


4-14 para um exemplo extremo. Como sera discutido a seguir, comparagoes genomicas 
detalhadas mostram que em muitos casos, as alteragoes no mimero de cromossomos 
surgiram por eventos de quebra e religagao de cromossomos, criando cromossomos no¬ 
vos, alguns dos quais inicialmente com mimero anormal de centromeros - tanto mais 
de um, como nenhum. Apesar disso, a heranga estavel requer que cada cromossomo 
contenha um e apenas um centromero. Parece que centromeros a mais devem ter sido 
inativados, ou novos centromeros criados de modo a permitir a manutengao estavel dos 
conjuntos de cromossomos. 

Algumas estruturas da cromatina podem ser herdadas 
diretamente 

As alteragoes na atividade do centromero discutidas anteriormente, uma vez estabeleci- 
das, precisam ser perpetuadas por meio das geragoes. Qual seria o mecanismo para esse 
tipo de heranga epigenetica? 

Foi proposto que a formagao de novo do centromero requer um evento inicial de 
semeadura, que envolve a formagao de uma estrutura especializada de DNA e proteina, 
e que contenha nucleossomos formados com a variante CENP-A da histona H3. Em hu¬ 
manos, esse evento de semeadura ocorre mais prontamente em arranjos de DNA satelite 
alfa em comparagao a outras sequencias. Os tetrameros H3-H4 de cada nucleossomo na 
helice de DNA original sao diretamente herdados pelas helices-irmas de DNA na forqui- 
lha de replicagao (ver Figura 5-32). Portanto, uma vez que um conjunto de nucleossomos 
contendo CENP-A tenha sido formado em um segmento de DNA, e facil entender como 
um novo centromero e produzido no mesmo lugar em ambos os cromossomos-filhos 
apos cada ciclo de divisao celular. E necessario apenas assumir que a presenga da histo¬ 
na CENP-A em um nucleossomo herdado recruta seletivamente mais histonas CENP-A 
para os seus vizinhos recem-formados. 

Existem algumas semelhangas notaveis entre a formagao e a manutengao dos cen¬ 
tromeros e a formagao e a manutengao de algumas outras regioes da heterocromatina. 
Em particular, todo o centromero e formado como uma entidade unica e total, sugerindo 
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Figura 4-44 Como a compactagao de 
DNA na cromatina pode ser herdada 
apos a replicagao cromossomica. Neste 
modelo, alguns dos componentes espe- 
cializados da cromatina sao distribufdos 
para cada cromossomo-irmao apos a du- 
plicagao do DNA, juntamente com os nu¬ 
cleossomos especialmente marcados aos 
quais se ligam. Apos a replicagao de DNA, 
os nucleossomos modificados herdados 
atuam em conjunto com os componentes 
da cromatina, alterando o padrao de mo¬ 
dificagao das histonas nos nucleossomos 
recem-formados nas proximidades. Isso 
gera sitios de ligagao para os mesmos 
componentes da cromatina, que se ligam 
e completam a estrutura. Esse ultimo pro- 
cesso parece envolver complexos de leitura 
e escrita e remodelagem que operam de 
modo similar ao previamente ilustrado na 
Figura 4-40. 


que a criagao da cromatina centromerica e um processo altamente cooperativo, espa- 
lhando-se a partir de uma semente inicial de maneira que lembra o fenomeno de efeito 
posicional variegado discutido anteriormente. Nos dois casos, uma estrutura particular 
de cromatina, uma vez formada, e diretamente herdada pelo DNA seguinte a cada tur- 
no de replicagao cromossomica. Um recrutamento cooperativo de proteinas, juntamente 
com a agao dos complexos de escrita e leitura, nao apenas e responsavel pela propagagao 
de formas especificas de cromatina no espago ao longo do cromossomo, como tambem 
pela sua propagagao atraves das geragoes - da celula-mae as celulas-filhas (Figura 4-44). 

Experimentos com embrioes de ra sugerem que estruturas 
da cromatina de ativagao e de repressao podem ser herdadas 
epigeneticamente 

A heranga epigenetica tern uma fungao crucial na formagao de organismos multicelula- 
res. Os seus tipos celulares diferenciados sao estabelecidos durante o desenvolvimento 
e sao mantidos mesmo apos repetidos ciclos de divisao celular. As filhas de uma celula 
hepatica continuam sendo celulas hepaticas, as de celulas epidermicas continuam como 
celulas epidermicas, e assim por diante, apesar de possuirem o mesmo genoma; e isso e 
porque padroes distintos de expressao genica sao transmitidos fielmente da celula-mae 
as celulas-filhas. A estrutura da cromatina possui importante fungao nessa transmissao 
epigenetica da informagao de uma geragao celular para a proxima. 

Um tipo de evidencia resultou de estudos nos quais o nucleo de uma celula de 
uma ra ou girino foi transplantado para um ovulo de ra cujo nucleo foi removido (ovulo 
enucleado). Em uma serie de experimentos classicos realizados em 1968, foi demons- 
trado que um nucleo retirado de uma celula doadora diferenciada pode ser reprogra- 
mado dessa forma para permitir o desenvolvimento de um novo girino inteiro (ver Figu¬ 
ra 7-2). Porem, essa reprogramagao ocorre com dificuldade e e cada vez menos eficiente 
a medida que sao usados nucleos de animais mais velhos. Assim, por exemplo, menos 
de 2% dos ovulos enucleados injetados com nucleo de uma celula epitelial de girino 
se desenvolveu ao estagio de girino jovem, comparado a 35% quando o nucleo doador 
foi retirado de um embriao jovem (estagio de gastrula). Com novos recursos tecnicos, 
a causa da resistencia a reprogramagao pode ser estudada. Ela surge, pelo menos em 
parte, porque estruturas especificas da cromatina nos nucleos diferenciados originais 
tendem a ser mantidos e transmitidos pelos inumeros ciclos de divisao celular neces- 
sarios no desenvolvimento embrionario. Experimentos com embrioes de Xenopus de- 
monstaram que formas especificas de estruturas de cromatina tanto de ativagao como 
de repressao foram mantidas por 24 ciclos de divisoes celulares, resultando em expres¬ 
sao genica inadequada. A Figura 4-45 descreve brevemente o experimento, com foco 
na cromatina contendo a variante de histona H3.3. Voltaremos a esses fenomenos na 
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Figura 4-45 Evidencia para a heranga 
de um estado de cromatina ativador 
de genes. 0 gene MyoD, bem caracteri- 
zado, codifica a principal proteina de re- 
gulagao da transcrigao no musculo, MyoD 
(ver p. 399). Esse gene e normalmente ati- 
vado na regiao indicada do embriao jovem 
onde os somitos sao formados. Quando 
um nucleo dessa regiao e injetado em um 
ovulo enucleado como mostrado, a maior 
parte dos nucleos da progenie da celula 
expressam a proteina MyoD de modo 
anormal, em regioes nao musculares do 
"embriao com transplante nuclear" que e 
formado. Essa expressao anormal pode ser 
atribuida a manutengao da regiao do pro¬ 
motor MyoD em seu estado de cromatina 
ativa pelos varios ciclos de divisao celular 
que produz o embriao (estagio de blastu- 
la) — a chamada "memoria epigenetica", 
que persiste, nesse caso, na ausencia da 
transcrigao. A cromatina ativa ao redor 
do promotor MyoD contem a variante de 
histona H3.3 (ver Figura 4-35) na forma 
metilada na lisina 4. Como indicado, uma 
superprodugao dessa histona causada pela 
injegao do mRNA que codifica a proteina 
H3.3 normal em excesso, aumenta tanto 
a ocupagao de H3.3 no promotor MyoD 
quanto a produgao epigenetica de 
MyoD, enquanto a injegao de um mRNA 
produzindo a forma mutante de H3.3 
que nao pode ser metilada na Lys4 reduz 
a produgao epigenetica de MyoD. Esses 
experimentos demonstram que um estado 
herdado da cromatina e o fundamento 
para a memoria epigenetica observada. 
(Adaptada de R.K. Ng e J.B. Gurdon, Nat 
Cell Biol. 10:102-109, 2008. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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segao final do Capitulo 22, onde discutiremos as celulas germinativas e as maneiras que 
convertem um tipo celular em outro. 

As estruturas da cromatina sao importantes para a fungao dos 
cromossomos eucarioticos 

Embora existam ainda varias lacunas no entendimento das fungoes das diferentes estru¬ 
turas de cromatina, e provavel que o empacotamento do DNA nos nucleossomos tenha 
sido crucial para a evolugao de eucariotos. Para formar um organismo multicelular com- 
plexo, as celulas de diferentes linhagens devem se especializar pela alteragao do acesso 
e da atividade de varias centenas de genes. Como descrito no Capitulo 21, esse processo 
depende da memoria celular: cada celula mantem um registro da historia de seu desen- 
volvimento nos circuitos reguladores que controlam seus diversos genes. Esse registro 
parece ser parcialmente armazenado na estrutura da cromatina. 

Apesar de as bacterias tambem possuirem mecanismos de memoria celular, a 
complexidade dos circuitos de memoria nos eucariotos superiores e incomparavel. Es- 
trategias com base em variagoes locais da estrutura da cromatina, exclusiva em eucario¬ 
tos, podem permitir que genes particulares, uma vez ativados ou desativados, permane- 
gam nesse estado ate que um fator novo os reverta. Em um extremo estao as estruturas 
como a cromatina centromerica, que, uma vez estabelecida, e herdada de modo estavel 
de uma geragao celular a outra. Da mesma forma, o principal tipo “classico” de hetero- 
cromatina, que contem longos agrupamentos da proteina HP1 (ver Figura 4-39), pode 
persistir de modo estavel por toda a vida. Em contraste, uma forma de cromatina con- 
densada criada por um grupo de proteinas Polycomb atua silenciando genes que devem 
ser mantidos inativos em determinadas condigoes, mas ativos em outras. Esse ultimo 
mecanismo governa a expressao de um grande mimero de genes que codificam regu¬ 
ladores de transcrigao importantes nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario, 
como discutido no Capitulo 21. Existem muitas outras formas variantes de cromatina, 
algumas com pouca duragao, muitas vezes menos de um periodo de divisao da celula. 
Discutiremos mais sobre a variedade dos tipos de cromatina na proxima segao. 
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Resumo 

Nos cromossomos dos eucariotos, o DNA e uniformemente arranjado em nucleossomos, 
mas existe uma grande variedade de estruturas de cromatina possweis. Essa variedade ba- 
seia-se em um grande conjunto de modificagoes covalentes reversiveis das quatro histonas 
no cerne do nucleossomo. Essas modificagoes incluem mono, di e trimetilagao de varias 
cadeias laterals da lisina, uma reagao importante, que e incompatwel com a acetilagao 
que pode ocorrer nessas mesmas lisinas. Combinagoes especificas das modificagoes mar- 
cam muitos nucleossomos, dirigindo sua interagao com outras proteinas. Essas marcassao 
lidas quando modulos proteicos que compoem um complexo proteico maior se ligam aos 
nucleossomos modificados em uma regiao da cromatina. Essas proteinas de leitura, por 
sua vez, atraem proteinas adicionais que realizam varias fungoes. 

Alguns complexos de proteinas de leitura contem uma enzima que modifica histo¬ 
nas, como a lisina metilase de histonas, que “escreve” a mesma marca reconhecida pela 
protema de leitura. Um complexo de remodelagem de leitura e escrita desse tipo pode 
prop agar uma forma espedfica de cromatina pelo cromossomo. Em particular, grandes 
regides de hetero cromatina parecem serformadas desse modo. A he tero cromatina e nor- 
malmente encontrada ao redor dos centromeros e proxima aos telomeros, mas tambem 
esta presente em diversos outros locais dos cromossomos. O forte empacotamento do DNA 
em hetero cromatina normalmente provoca o silenciamento dos genes nessa regiao. 

Ofenomeno do efeito posicional variegado fornece forte evidencia para a heranga 
de estados condensados da cromatina de uma geragao a outra. Um mecanismo semelhan- 
te parece ser responsavel pela manutengao da cromatina especializada nos centromeros. 
Mais genericamente, a capacidade de propagar estruturas especificas da cromatina atra- 
ves de geragoes celulares torna possivel um processo de memdria celular epigenetica que 
possui uma fungao essencial na preservagao dos diferentes grupos de estados celulares ne- 
cessarios aos organismos multicelulares complexos. 

A ESTRUTURA GLOBAL DOS CROMOSSOMOS 

Apos discutir o DNA e as moleculas proteicas que constituem a fibra de cromatina, nos 
voltamos agora para a organizagao do cromossomo em uma escala mais global e para 
o modo como seus varios dommios sao organizados no espago. Na forma de fibra de 
30 nm, um cromossomo tipico humano tern 0,1 cm de comprimento e e capaz de se 
expandir no micleo mais de cem vezes. Obviamente, deve haver um nivel superior de 
enovelamento, mesmo nos cromossomos interfasicos. Embora os detalhes moleculares 
sejam, em grande parte, um misterio, essa compactagao de mais alta ordem certamente 
envolve o enovelamento da cromatina em uma serie de algas e espirais. A estrutura da 
cromatina interfasica e fluida e frequentemente sofre alteragoes em resposta as necessi- 
dades da celula. 

Iniciaremos esta segao descrevendo alguns cromossomos de interfase nao comuns 
que podem ser facilmente visualizados. Apesar de excepcionais, estes casos especiais re- 
velam caracteristicas que parecem representar todos os cromossomos de interfase. Alem 
disso, eles fornecem formas de investigar alguns aspectos fundamentais da estrutura da 
cromatina que mencionamos nas segoes anteriores. A seguir, descreveremos como um 
cromossomo de interfase tipico e organizado no nucleo celular de mamiferos. 

Os cromossomos sao dobrados em grandes algas de cromatina 

Informagoes sobre a estrutura dos cromossomos de celulas na interfase foram obtidas 
por meio de estudos sobre cromossomos rigidos e enormemente estendidos em ooci- 
tos de anfibios em desenvolvimento (ovulos imaturos). Esses cromossomos plumosos 
(em ingles, lampbrush) muito incomuns (os maiores cromossomos conhecidos), parea- 
dos na preparagao para a meiose, sao claramente visiveis mesmo em microscopia optica 
e podem ser vistos organizados em uma serie de grandes algas de cromatina que se pro- 
jetam a partir de um eixo cromossomico linear (Figura 4-46 e Figura 4-47). 


Cromatina estendida 
em um dominio em alga 



Figura 4-46 Um modelo para os do¬ 
mmios de cromatina em um cromos¬ 
somo plumoso. Apenas uma pequena 
porgao de um par das cromatides-irmas 
esta mostrada. Duas duplas-helices de 
DNA identicas estao alinhadas lado a 
lado, condensadas em diferentes tipos de 
cromatina. 0 conjunto de cromossomos 
plumosos em varios anfibios contem um 
total de aproximadamente 10 mil algas 
semelhantes as algas mostradas na figura. 
0 restante do DNA em cada cromossomo 
(a grande maioria) permanece supercon- 
densado. Quatro copias de cada alga estao 
presentes na celula, porque cada cromos¬ 
somo plumoso consiste em dois conjuntos 
alinhados de cromatides pareadas. Essa 
estrutura de quatro fitas e caracterfstica 
dessa etapa de desenvolvimento do ooci- 
to, que fica suspenso no estagio diploteno 
da meiose; ver Figura 17-56. 
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Nesses cromossomos, uma determinada alga contem a mesma sequencia de DNA 
que permanece estendida da mesma maneira a medida que o oocito se desenvolve. 
Esses cromossomos estao produzindo grandes quantidades de RNA para o oocito, e a 
maioria dos genes presentes nas algas de DNA esta sendo expressa. Entretanto, a maior 
parte do DNA nao esta nas algas, mas condensada no eixo do cromossomo, onde os ge¬ 
nes normalmente nao sao expressos. 

Parece que os cromossomos de interfase de todos os eucariotos estao organizados 
em algas de maneira semelhante. Embora essas algas em geral sejam muito pequenas e 
frageis para serem observadas ao microscopio optico, outros metodos podem ser usados 
para inferir sua presenga. Por exemplo, modernas tecnologias de DNA tornaram possivel 
avaliar a frequencia com que dois locus quaisquer em um cromossomo de interfase sao 
mantidos juntos e, assim, revelando provaveis candidatos para os sitios na cromatina 
que formam as bases das estruturas das algas (Figura 4-48). Esses e outros experimen- 
tos sugerem que o DNA nos cromossomos humanos provavelmente esta organizado em 
algas com comprimentos variados. Uma alga tipica pode conter de 50 mil a 200 mil pares 
de nucleotideos de DNA, embora tambem tenham sido sugeridas algas com cerca de 
1 milhao de pares de nucleotideos (Figura 4-49). 

Os cromossomos politenicos sao unicos na capacidade de 
permitir a visualizagao de estruturas de cromatina 

Uma outra classe de celulas - as celulas politenicas de moscas, como a mosca-das-frutas 
Drosophila, forneceram maiores esclarecimentos nesta area. Em muitos organismos, al- 
guns tipos de celulas crescem a um tamanho anormalmente grande, alcangado por meio 
de multiplos ciclos de smtese de DNA sem divisao celular. Essas celulas, contendo nu- 
meros aumentados dos cromossomos-padrao, sao chamadas de poliploides. Nas glandu- 
las salivares das larvas de mosca, esse processo e levado a um grau extremo, criando ce- 


Figura 4-47 Cromossomos plumosos. 

(A) Micrografia dos cromossomos plumo¬ 
sos de um oocito de anffbio. No infcio da 
diferenciagao do oocito, cada cromosso¬ 
mo e replicado para iniciar a meiose, e 
os cromossomos homologos replicados 
formam pares resultando em uma estru- 
tura extremamente alongada contendo 
quatro duplas-helices de DNA replicadas, 
ou cromatides, no total. 0 estagio de 
cromossomo plumoso persiste por meses 
ou anos, enquanto o oocito vai acumu- 
lando as reservas necessarias para seu 
desenvolvimento em um novo individuo. 

(B) Regiao aumentada de um cromossomo 
semelhante, corado com reagente fluo- 
rescente, que possibilita a visualizagao da 
sfntese ativa de RNA na alga. (Cortesia de 
Joseph G. Gall.) 
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lulas imensas que contem centenas de milhares de copias do genoma. Alem disso, nesse 
caso, todas as copias de cada cromossomo estao alinhadas lado a lado numa lista exata, 
como em uma caixa de canudos, formando cromossomos politenicos gigantes. Esse 
caso permite a detecgao das caracteristicas que se acredita ocorrer nos cromossomos de 
interfase comuns, mas que sao normalmente dificeis de serem visualizados. 

Quando os cromossomos politenicos das glandulas salivares de mosca sao vistos 
em um microscopio optico, bandas escuras e regioes interbandas claras, distintas e al- 
ternadas, sao identificadas (Figura 4-50), cada uma formada por milhares de sequencias 
de DNA identicas dispostas lado a lado como em uma lista. Cerca de 95% do DNA do 
cromossomo politenico estao dispostos nas bandas, e 5% nas interbandas. Uma banda 
muito fina contem cerca de 3 mil pares de nucleotideos, enquanto uma banda espes- 
sa pode conter 200 mil pares de nucleotideos em cada uma de suas fitas de cromatina. 
A cromatina de cada banda aparece escura porque o DNA e muito mais condensado que 
o DNA nas interbandas, podendo tambem conter uma maior concentragao de protemas 
(Figura 4-51). Esse padrao de bandas parece refletir o mesmo tipo de organizagao iden- 
tificado nos cromossomos plumosos de anffbios, descrito previamente. 

Existem aproximadamente 3.700 bandas e 3.700 interbandas no conjunto comple- 
to de cromossomos politenicos de Drosophila. As bandas podem ser reconhecidas pelas 
suas diferentes espessuras e espagamentos, e cada uma recebe um numero que a iden¬ 
tifier gerando um “mapa” cromossomico, indexado a sequencia do genoma finalizado 
desse inseto. 

Os cromossomos politenicos de Drosophila fornecem um bom ponto de partida 
para a analise de como a cromatina e organizada em larga escala. Na segao anterior, vi- 
mos que existem varias formas de cromatina, cada uma contendo nucleossomos com 
diferentes combinagoes de histonas modificadas. Grupos especificos de protemas nao 
histonas se associam aos nucleossomos e afetam a fungao biologica de varias manei- 
ras. O recrutamento de algumas dessas protemas nao histonas pode ser propagado por 


Figura 4-48 Metodo para determi- 
nacao da posigao das algas em cro¬ 
mossomos de interfase. Nessa tecnica, 
conhecida como metodo de captura 
de conformagao cromossomica (3C), as 
celulas sao tratadas com formaldeido 
para criar ligagoes cruzadas covalentes 
DNA-proteina e DNA-DNA. O DNA e, 
entao, tratado com uma enzima (uma 
endonuclease de restrigao) que cliva o 
DNA em varios segmentos, em sequencias 
bem definidas e forma conjuntos de 
"extremidades coesivas" identicas (ver 
Figura 8-28). As extremidades coesivas 
podem ser unidas pelo pareamento entre 
bases complementares. Antes da etapa 
de ligagao mostrada, o DNA e dilufdo de 
modo que os fragmentos mantidos nas 
proximidades (pela ligagao cruzada) sao os 
preferidos para o pareamento. Finalmente, 
as ligagoes cruzadas sao revertidas e os 
fragmentos recem-ligados de DNA sao 
identificados e quantificados por reagao 
em cadeia da polimerase (PCR, polymerase 
chain reaction, descrita no Capitulo 8). 
Esses resultados, combinados a informa- 
gao da sequencia de DNA, permitem a 
dedugao de modelos para a conformagao 
dos cromossomos de interfase. 


Domfnio em alga 
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Protemas que formam o suporte do cromossomo 


Figura 4-49 Modelo para a organizagao de um cromossomo na interfase. Um corte de um cromossomo interfasico e mostrado, dobrado em uma serie 
de dominios de algas, cada uma contendo cerca de 50 mil a 200 mil pares de nucleotideos ou mais na dupla-helice de DNA condensada na fibra de cromatina. 

A cromatina em cada alga individual e condensada ainda mais por processos de enovelamento pouco entendidos, os quais sao revertidos quando a celula neces- 
sita de acesso direto ao DNA empacotado na alga. Nem a composigao do possfvel eixo, nem a possivel ancoragem da fibra dobrada de cromatina nesse eixo es¬ 
tao claras. Porem, nos cromossomos mitoticos as bases das algas cromossomicas sao enriquecidas tanto em condensinas (discutidas adiante) como em enzimas 
DNA-topoisomerases II (discutidas no Capitulo 5), duas proteinas que podem formar uma boa parte do eixo na metafase. 
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Figura 4-50 Conjunto completo de cro- 
mossomos politenicos de uma celula 
de glandula salivar de Drosophila. 

Nesta ilustragao, de uma micrografia 
optica, os cromossomos gigantes foram 
espalhados para visualizagao por compres- 
sao contra uma lamina de microscopic). 

A Drosophila possui quatro cromossomos, 
e quatro pares de cromossomos distintos 
estao presentes. Porem, cada cromossomo 
esta fortemente pareado ao seu homologo 
(de modo que cada par aparece como 
uma estrutura unica), o que nao acontece 
na maioria dos nucleos (exceto na meiose). 
Cada cromossomo sofreu diversas etapas 
de replicagao, e os homologos e todos os 
seus duplicados permaneceram ligados 
entre si, resultando em enormes cabos de 
cromatina espessos devido as muitas fitas 
de DNA. 

Os quatro cromossomos politenicos 
estao normalmente ligados por regioes 
heterocromaticas proximas dos seus cen- 
tromeros que se agregam para criar urn 
grande e unico "cromocentro" (regiao 
em rosa). Nessa preparagao, entretanto, 
o cromocentro foi repartido em duas 
metades pelo procedimento de compres- 
sao. (Adaptada de T.S. Painter, J. Hered. 
25:465-476, 1934. Com permissao de 
Oxford University Press.) 
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longas distancias no DNA, transmitindo uma estrutura de cromatina similar a grandes 
regioes do genoma (ver Figura 4-40). Essas regioes, onde toda a cromatina possui uma 
estrutura similar, sao separadas do dominio adjacente por protemas de barreira (ver 
Figura 4-41). Em baixa resolugao, os cromossomos de interfase podem ser considera- 
dos como um mosaico de estruturas de cromatina, cada uma contendo modificagoes 
especificas nos nucleossomos e associadas a um conjunto especifico de protemas nao 
histonas. Os cromossomos politenicos nos permitiram ver os detalhes desse mosaico de 
dommios pela microscopia optica, alem de observar algumas das alteragoes associadas 
a expressao genica. 


Existem multiplas formas de cromatina 


Figura 4-51 Micrografias de cromosso¬ 
mos politenicos de glandulas salivares 
de Drosophila. (A) Micrografia de uma 
porgao de um cromossomo. 0 DNA foi 
corado com um corante fluorescente, 
mas a imagem reversa apresentada aqui 
torna o DNA preto em vez de branco ; as 
bandas sao facilmente visualizadas como 
regioes de concentragao aumentada de 
DNA. Esse cromossomo foi processado por 
um tratamento de alta pressao, de modo 
a mostrar um padrao distinto de bandas 
e interbandas mais claro. (B) Micrografia 
eletronica de uma pequena secgao de um 
cromossomo politenico de Drosophila, 
vista em corte fino. Bandas de diferentes 
espessuras podem ser facilmente distin- 
guidas, separadas por interbandas, que 
contem cromatina menos condensada. 

(A, adaptada de D.V. Novikov, I. Kireev e 
A.S. Belmont, Nat. Methods 4:483-485, 
2007. Com permissao de Macmillan Publi¬ 
shers Ltd; B, cortesia de Veikko Sorsa.) 


Por meio da coloragao dos cromossomos politenicos de Drosophila, usando anticorpos, 
ou usando uma tecnica mais recente chamada analise por ChIP (imunoprecipitagao da 
cromatina) (ver Capitulo 8), pode-se mapear os locais das protemas histonas e nao histo¬ 
nas na cromatina em toda a sequencia de DNA do genoma de um organismo. Essa anali¬ 
se, realizada em Drosophila, ate o momenta localizou mais de 50 protemas da cromatina 
diferentes e modificagoes de histonas. Os resultados sugerem que tres tipos principais de 
cromatina repressora predominam nesse organismo, junto com dois tipos principais 
de cromatina em genes de transcrigao ativa, e que cada tipo esta associado a um com- 
plexo diferente de protemas nao histonas. Portanto, a heterocromatina classica contem 
mais de seis protemas deste tipo, incluindo a protema de heterocromatina 1 (HP1), en- 
quanto a forma de heterocromatina chamada Polycomb possui um numero semelhante 
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Figura 4-52 Sfntese de RNA nos puffs dos cromossomos politenicos. Autorradio- 
grafia de um unico puff no cromossomo politenico de glandula salivar do inseto 
Chironomus tentans. Como mencionado no Capitulo 1 e descrito em detalhes no 
Capitulo 6, a primeira etapa da expressao genica e a sfntese de uma molecula de RNA 
usando o DNA como molde. A porgao descondensada do cromossomo esta sintetizando 
RNA e foi marcada com 3 H-uridina, uma molecula precursora de RNA que e incorporada 
nas cadeias crescentes de RNA. (Cortesia de Jose Bonner.) 


de protemas de um grupo diferente (protemas PcG). Alem desses cinco tipos principals 
de cromatina, outras formas minoritarias parecem estar presenter cada uma podendo 
ter uma regulagao diferente e realizar fungoes distintas na celula. 

O conjunto de protemas ligadas que fazem parte da cromatina em um determi- 
nado locus varia de acordo com o tipo celular e seu estagio de desenvolvimento. Essas 
variagoes fornecem diferente acessibilidade a genes especificos nos diferentes tecidos e 
ajudam na criagao da diversidade celular que acompanha o desenvolvimento embriona- 
rio (descrito no Capitulo 21). 
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As algas de cromatina sao descondensadas quando os genes 
nelas contidos sao expressos 


Quando um inseto passa de um estagio de desenvolvimento para outro, surgem padroes 
distintos de puffs cromossdmicos, e os antigos puffs desaparecem nos cromossomos poli¬ 
tenicos a medida que novos genes sao expressos e outros sao desativados (Figura 4-52). 
Em uma analise de cada puff, quando ainda e pequeno e o padrao de bandas ainda e 
discermvel, parece que a maioria deles surge da descondensagao de uma unica banda 
cromossomica. 

As fibras individuais de cromatina que formam o puff podem ser vistas ao micros- 
copio eletronico. Em casos favoraveis, as algas podem ser vistas como aquelas obser- 
vadas em cromossomos plumosos de anfibios. Quando os genes contidos na alga nao 
sao expressos, a alga adota uma estrutura mais espessa, possivelmente aquela de uma 
fibra de 30 nm, e, quando a expressao genica ocorre, a alga torna-se mais alongada. 
Na micrografia eletronica, a cromatina localizada em ambos os lados da alga desconden¬ 
sada aparece consideravelmente mais compacta, sugerindo que uma alga e um dominio 
funcional distinto da estrutura da cromatina. 

Observagoes em celulas humanas tambem sugerem que as algas de cromatina 
bastante dobradas se expandem e ocupam um volume maior quando um gene contido 
nelas e expresso. Por exemplo, regioes cromossomicas quiescentes com 0,4 a 2 milhoes 
de pares de nucleotideos aparecem como pontos compactos em um nucleo de interfase 
quando visualizadas por microscopia de fluorescencia. Contudo, o mesmo DNA e vis- 
to ocupando um territorio muito maior quando seus genes sao expressos, aparecendo 
como estruturas alongadas perfuradas no lugar dos pontos originais. 

As novas maneiras para visualizagao de cromossomos individuais mostraram que 
cada um dos 46 cromossomos de interfase em uma celula humana tende a ocupar seu 
proprio territorio, discreto, dentro do nucleo; isto e, os cromossomos nao estao comple- 
tamente emaranhados entre si (Figura 4-53). Porem, imagens como essa apresentam 
apenas uma media da visao do DNA em cada cromossomo. Experimentos que localizam, 
especificamente, regioes heterocromaticas de um cromossomo revelam que elas estao 
intimamente associadas a lamina nuclear em qualquer cromossomo examinado. Sondas 
de DNA, que revelam preferencialmente regioes ricas em genes de cromossomos huma- 
nos, produzem uma imagem surpreendente do nucleo de interfase, que possivelmente 
reflete as posigoes medias diferentes para genes ativos e inativos (Figura 4-54). 


Figura 4-53 Visualizagao simultanea do territorio cromossomico para todos os 
cromossomos humanos em um unico nucleo na interfase. Na figura, uma mistura 
de sondas de DNA para cada cromossomo foi marcada de modo a fluorescer a espectros 
diferentes; isso permite que a hibridizagao DNA-DNA seja usada para detectar cada cro¬ 
mossomo, como na Figura 4-10. Reconstrugoes tridimensionais foram assim produzidas. 
Abaixo da micrografia, cada cromossomo e identificado em um diagrama feito a partir da 
imagem real. Observe que cromossomos homologos (p. ex., as duas copias do cromos¬ 
somo 9) normalmente nao estao colocalizados. (De M.R. Speicher e N.P. Carter, Nat. Rev. 
Genet. 6:782-792, 2005. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 4-54 Distribui^ao de regioes ricas em genes do genoma humano em um 
nucleo na interfase. As regioes ricas em genes foram visualizadas com uma sonda fluo- 
rescente que se hibridiza a repetigao Alu, presente em mais de 1 milhao de copias no ge¬ 
noma humano (ver Pagina 292). Por razoes desconhecidas, essas sequences se agrupam 
em regioes cromossomicas ricas em genes. Nesta representagao, as regioes enriquecidas 
para a sequencia Alu estao em verde, regioes com esta sequencia reduzida estao em ver- 
melho e regioes com um numero medio estao em amarelo. As regioes ricas em genes 
parecem ser amplamente ausentes no DNA proximo ao envelope nuclear. (De A. Bolzer et 
al„ PLoS Biol. 3:826-842, 2005.) 

Como a maior parte da cromatina em cada cromossomo de interfase esta con- 
densada quando seus genes nao estao sendo expressos? Uma ampliagao poderosa do 
metodo de captura da conformagao cromossomica descrito anteriormente (ver Figura 
4-48), que explora a tecnologia de sequenciamento de DNA em alta escala, chamada se- 
quenciamento pararelo macigo (ver Painel 8-1, p. 478-481), permite que conexoes entre 
todos os diferentes segmentos de 1 megabase (1 Mb) do genoma humano seja mapeado 
nos cromossomos de interfase. Os resultados revelam que a maior parte das regioes nos 
nossos cromossomos esta condensada em uma conformagao referida como um globulo 
fractal: um arranjo nao emaranhado que promove a maxima densidade de compactagao 
e, ao mesmo tempo, preserva a capacidade da fibra de cromatina ser descondensada e 
condensada (Figura 4-55). 

A cromatina pode se mover par a sftios espedficos dentro do 
nucleo para alterar a expressao genica 

Uma variedade de diferentes tipos de experimentos concluiu que a posigao de um gene 
no interior do nucleo e alterada quando este e muito expresso. Assim, uma regiao que 
torna-se ativamente transcrita as vezes e encontrada fora de seu territorio cromossomi- 
co, como se fosse uma alga distendida (Figura 4-56). Veremos, no Capitulo 6, que a ini- 
ciagao da transcrigao - a primeira etapa da expressao genica - requer a reuniao de mais 
de cem protemas, e e bastante plausivel que o processo deva ser facilitado em regioes no 
nucleo repletas dessas protemas. 

Esta claro que o nucleo e muito heterogeneo, com regioes funcionais distintas para 
as quais determinados segmentos de cromossomos podem se mover, caso sejam sujeitos 
a diferentes processos bioquimicos - como quando ha alteragao da expressao genica. 
Esse e o topico que discutiremos a seguir. 


Figura 4-55 Um modelo de globulo 
fractal para a cromatina de interfase. 

Uma ampliagao do metodo de 3C na 
Figura 4-48, chamado Hi-C, foi usada 
para medir o quanto cada um dos 3 mil 
segmentos de 1 Mb no genoma humano 
estavam localizados adjacentes a qualquer 
um deles entre si. Os resultados confir- 
mam o tipo de modelo mostrado. No glo¬ 
bulo fractal aumentado ilustrado, pode-se 
ver uma regiao de 5 milhoes de pares de 
bases sendo compactada de modo que 
mantenha regioes vizinhas ao longo da he- 
lice de DNA unidimensional, vizinhas nas 
tres dimensoes, produzindo os blocos mo- 
nocromaticos na representagao, que sao 
obvios tanto na superficie como na segao 
transversal. 0 globulo fractal e uma con¬ 
formagao do DNA nao emaranhada que 
permite uma densa compactagao, porem 
conserva a capacidade de facil condensa- 
gao e descondensagao de qualquer locus 
genomico. (Adaptada de E. Lieberman- 
-Aiden et al., Science 326:289-293, 2009. 
Com permissao de AAAS.) 
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Figura 4-56 Um efeito do alto ni'vel de 
expressao genica na localizacao intra¬ 
nuclear da cromatina. (A) Micrografias 
de fluorescencia de nucleos humanos 
mostrando como a posigao dos genes e al- 
terada quando ha alta taxa de transcrigao. 
A regiao do cromossomo adjacente ao 
gene (i /ermelho) pode ser vista saindo do 
seu territorio ( verde ) apenas quando esta 
muito ativa. (B) Representagao esquemati- 
ca de uma grande alga de cromatina que 
se expande quando o gene e ativado e 
se contrai quando o gene e desativado. 
Outros genes, com expressao menos ativa, 
podem ser vistos pelo mesmo metodo 
e permanecem dentro de seu territorio 
cromossomico quando transcritos. (De J.R. 
Chubb eW.A. Bickmore, Ce//112:403- 
406, 2003. Com permissao de Elsevier.) 


Redes de macromoleculas formam um conjunto de ambientes 
bioqufmicos distintos dentro do nucleo 


No Capitulo 6, descrevemos a fungao de varios subcompartimentos presentes no nucleo. 
O maior e mais obvio e o nucleolo, uma estrutura ja bem conhecida por microscopistas 
mesmo no seculo XIX (ver Figura 4-9). O nucleolo e o local da celula destinado a forma- 
gao da subunidade ribossomica, bem como o sitio onde muitas outras reagoes especiali- 
zadas ocorrem (ver Figura 6-42): ele consiste em uma rede de RNAs e protemas concen- 
tradas em torno dos genes de RNA ribossomico que estao sendo ativamente transcritos. 
Em eucariotos, o genoma content imimeras copias dos genes de RNA ribossomico, que, 
embora normalmente apresentem-se juntos em um unico nucleolo, estao muitas vezes 
separados em diversos cromossomos. 

Uma diversidade de organelas menos obvias tambem esta localizada no nucleo. 
Por exemplo, estruturas esfericas chamadas de corpos de Cajal e aglomerados de gra- 
nulos de intercromatina sao encontrados na maior parte de celulas de plantas e ani- 
mais (Figura 4-57). Da mesma forma que o nucleolo, essas organelas sao compostas 
por protemas especificas e moleculas de RNA que se ligam entre si formando redes 
altamente permeaveis a outras protemas e moleculas de RNA no nucleoplasma das 
proximidades. 

Tais estruturas podem originar ambientes bioqufmicos distintos pela imobiliza- 
gao de determinados tipos de macromoleculas, assim como fazem as protemas e mo¬ 
leculas de RNA associadas aos poros nucleares e ao envelope nuclear. Em princfpio, 
isso permite que outras moleculas entrem nesses espagos para serem processadas 
com grande eficiencia por meio de reagoes complexas. Redes fibrosas desse tipo, alta¬ 
mente permeaveis, podem propiciar muitas vantagens cineticas pela compartimenta- 
lizagao (ver p. 164) a reagoes que ocorrem em sub-regioes do nucleo (Figura 4-58A). 
Contudo, ao contrario dos compartimentos limitados por membranas do citoplasma 
(discutido no Capitulo 12), esses subcompartimentos nucleares - que nao possuem 
membrana com bicamada lipfdica - nao podem concentrar nem excluir pequenas 
moleculas especificas. 

A celula possui uma capacidade impressionante de construir ambientes distin¬ 
tos para desempenhar tarefas bioqufmicas complexas com eficiencia. Aquelas que 
mencionamos no nucleo promovem varios aspectos da expressao genica e serao dis- 
cutidas em detalhes no Capitulo 6. Esses subcompartimentos, incluindo o nucleolo, 
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Figura 4-57 Micrografia eletronica mos¬ 
trando dois subcompartimentos nucleares 
fibrosos comuns. A grande esfera aqui e o 
corpo de Cajal. A pequena esfera escura e um 
bloco de graos de intercromatina, conhecido 
como speckle (ver tambem Figura 6-46). Essas 
"organelas subnucleares" sao do nucleo de um 
oocito de Xenopus. (De K.E. Handwerger e J.G. 
Gall, Trends Cell Biol. 16:19-26, 2006. Com 
permissao de Elsevier.) 
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Figura 4-58 Compartimentalizagao 
efetiva sem a membrana bicamada. 

(A) llustragao esquematica da organizagao 
de uma organela subnuclear esferica 

(a esquerda) e um subcompartimento 
possivelmente organizado de modo seme- 
Ihante, logo abaixo do envelope nuclear 
(a direita). Em ambos os casos, os RNAs 
e/ou as proteinas (em cinza ) se associam, 
formando estruturas altamente porosas, 
como um gel, que contem os sftios de 
ligagao para outras proteinas e moleculas 
de RNA especificas (objetos coloridos). 

(B) Forma pela qual a uniao de um grupo 
determinado de proteinas e moleculas de 
RNA a longas cadeias flexfveis de polmnero, 
como em (A), pode criar areas organizadas 
que aceleram bastante a velocidade de 
reagao em subcompartimentos do nucleo. 
As reagoes catalisadas dependem das 
macromoleculas localizadas na uniao. Essa 
mesma estrategia de aceleragao de vias de 
reagoes complexas e tambem usada em 
subcompartimentos em outros locais da 
celula (ver tambem Figura 3-78). 


Cromossomo 





Envelope 

nuclear 



sao formados apenas quando ha necessidade e criam uma alta concentragao local 
de diversas enzimas e moleculas de RNA necessarias a um determinado processo. 
De forma analoga, quando o DNA e danificado por irradiagao, o conjunto de enzi¬ 
mas necessario para efetuar o reparo forma agregados em pontos discretos dentro do 
nucleo, gerando “fabricas de reparo" (ver Figura 5-52). Com frequencia, os nucleos 
contem centenas de pontos discretos representando fabricas para a sintese de DNA 
ou RNA (ver Figura 6-47). 

Parece que todos esses processos utilizam o tipo de conexao ilustrada na Figura 
4-58B, em que segmentos longos e flexiveis de cadeias polipetidicas e/ou moleculas de 
RNA longo nao codificador sao intercalados com sitios de ligagao especificos que con- 
centram as diversas proteinas e outras moleculas necessarias para catalisar um deter¬ 
minado processo. Nao e de surpreender que as conexoes tambem sejam usadas para 
auxiliar no aumento da velocidade de processos biologicos no citoplasma, aumentando 
a velocidade especifica da reagao (para exemplos, ver Figura 16-18). 

Existe tambem uma estrutura de sustentagao intranuclear, analoga ao citoesque- 
leto, na qual os cromossomos e outros componentes do nucleo estao organizados? A 
matriz nuclear, ou de suporte, e definida como o material insoluvel que permanece no 
nucleo apos uma serie de etapas de extragao bioquimica. Muitas das proteinas e mole¬ 
culas de RNA que formam esse material insoluvel provavelmente sao derivadas dos sub¬ 
compartimentos nucleares fibrosos, discutidos anteriormente, enquanto outras podem 
ser proteinas que auxiliam a formar a base das algas cromossomicas ou que ligam os 
cromossomos a outras estruturas no nucleo. 


Centromero Cromossomos mitoticos sao especialmente supercondensados 



Cromatide 


Figura 4-59 Cromossomo mitotico 
tipico de metafase. Cada cromatide-irma 
contem uma das duas moleculas-irmas de 
DNA identicas, produzidas previamente no 
ciclo celular pela replicagao de DNA 
(ver tambem Figura 17-21). 


Apos discutirmos a estrutura dinamica dos cromossomos interfasicos, veremos ago¬ 
ra os cromossomos mitoticos. Os cromossomos de quase todas as celulas eucarioticas 
tornam-se prontamente visiveis ao microscopio optico durante a mitose, quando for¬ 
mam espirais e produzem estruturas altamente condensadas. Essa condensagao reduz o 
comprimento de um cromossomo interfasico tipico em apenas cerca de dez vezes, mas 
produz uma alteragao drastica na aparencia dos cromossomos. 

A Figura 4-59 representa um cromossomo mitotico tipico no estagio da metafa¬ 
se (para estagios da mitose, ver Figura 17-3). As duas moleculas de DNA produzidas na 
replicagao, durante a interfase do ciclo de divisao celular, sao dobradas separadamente, 
produzindo dois cromossomos-irmaos, ou cromatides-irmas, unidas pelos centromeres, 
como mencionado anteriormente. Esses cromossomos normalmente sao recobertos por 
varias moleculas, incluindo grandes quantidades de complexos proteina-RNA. Uma vez 
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Figura 4-60 Micrografia eletronica de varredura de uma regiao proxima de uma 
das extremidades de um cromossomo mitotico tfpico. Acredita-se que cada projegao 
nodular represente a extremidade de um domfnio em alga. Observe que as duas cromati- 
des identicas pareadas (representadas na Figura 4-59) podem ser claramente distinguidas. 

(De M.P. Marsden e U.K. Laemmli, Cell 17:849-858, 1979. Com permissao de Elsevier.) 

removido o complexo, cada cromatide pode ser vista, em microscopia eletronica, como 
algas organizadas de cromatina que emanam de uma estrutura central (Figura 4-60). 
Experimentos de hibridizagao de DNA para detectar sequencias especificas de DNA 
demonstraram que a ordem das caracteristicas visiveis ao longo de um cromossomo 
mitotico reflete, grosseiramente, a ordem dos genes dispostos nessa molecula de DNA. 
A condensagao dos cromossomos mitoticos pode, portanto, ser vista como o nivel final 
da hierarquia de compactagao cromossomica (Figura 4-61). 

A compactagao dos cromossomos na mitose e um processo extremamente organi- 
zado e dinamico, que serve a pelo menos dois propositos. Primeiro, quando a condensa¬ 
gao e completada (na metafase), as cromatides-irmas estao desemaranhadas umas das 
outras e dispostas lado a lado. Assim, as cromatides-irmas podem ser facilmente sepa- 
radas quando a maquinaria mitotica puxa uma para cada lado. Segundo, a compactagao 
dos cromossomos protege as moleculas de DNA, relativamente frageis, de quebras no 
momento da separagao entre as celulas-filhas. 

A condensagao dos cromossomos da interfase em cromossomos mitoticos comega 
no imcio da fase M e esta intimamente relacionada a progressao do ciclo celular. Durante 
a fase M, a expressao genica e suspensa, e ocorrem modificagoes especificas nas histonas 
que auxiliam na reorganizagao da cromatina, a medida que esta e compactada. Duas 
classes de protemas em forma de anel, chamadas coesinas e condensinas, auxiliam nesse 
enovelamento. De que forma elas ajudam a produzir as duas cromatides enoveladas e 
separadas de um cromossomo mitotico sera discutido no Capitulo 17, juntamente com 
detalhes sobre o ciclo celular. 
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RESULTADO LIQUIDO: CADA MOLECULA 
DE DNA FOI COMPACTADA NO CROMOSSOMO 
MITOTICO DE FORMA A FICAR 10.000 VEZES 
MENOR QUE SEU COMPRIMENTO ESTENDIDO 
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Figura 4-61 Compactagao da cromatina. 

Este modelo mostra alguns dos muitos 
niveis de compactagao da cromatina, pos- 
tulados para explicar a estrutura altamente 
condensada do cromossomo mitotico. 
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Resumo 

Geralmente os cromossomos estao descondensados durante a interfase, deforma que os de- 
talhes em sua estrutura sao diflceis de serem visualizados. Notaveis excegoes sao os cromos¬ 
somos plumosos especializados dos oocitos de vertebrados e os cromossomos politenicos 
das celulas secretoras gigantes de insetos. Estudos desses dois tipos de cromossomos interfa- 
sicos sugerem que cada molecula de DNA em um cromossomo esta dividida em um grande 
numero de dommios discretos e organizados em algas de cromatina que sao adicionalmen- 
te compactadas por dobramento. Quando os genes contidos em uma alga sao expressos, a 
alga e desdobrada e permite que a maquinaria celular tenhafacil acesso ao DNA. 

Os cromossomos interfasicos ocupam territorios discretos no nucleo celular; isto e, 
eles nao estao extensivamente entrelagados. A eucromatina constitui a maior parte do 
cromossomo interfasico, sendo provavel que, quando nao esta sendo transcrita, apresente 
a forma de fibras de nucleossomos compactados fortemente dobradas. Entretanto, ela e 
interrompida por segmentos de heterocromatina, em que os nucleossomos estao sujeitos 
a niveis adicionais de empacotamento, o que normalmente torna o DNA resistente a ex¬ 
pressao genica. A hetero cromatina apresenta-se de v arias formas, algumas encontradas 
em grandes blocos nos centromeros e ao redor deles, assim como proximas aos telomeros. 
Porem, a hetero cromatina tambem esta presente em outras posigdes nos cromossomos, 
onde pode ajudar na regulagao de genes importantes do desenvolvimento. 

0 interior do nucleo e altamente dinamico, com a hetero cromatina normalmente 
posicionada proxima ao envelope nuclear e as algas de cromatina movendo-se para fora 
de seu territorio cromossomico durante a alta expressao de seus genes. Isso reflete a exis- 
tencia de subcompartimentos nucleares, em que diferentes grupos de reagoes bioquimi- 
cas sao facilitados por um aumento na concentragao de protemas e RNAs selecionados. 
Os componentes envolvidos naformagao dos sub comp artimentos podem se auto-organi- 
zar em organelas discretas como os nucleolos e os corpos de Cajal, podendo tambem ser 
presos a estruturas fixas como o envelope nuclear. 

Durante a mitose, a expressao genica e desligada e todos os cromossomos adotam 
uma conformagao extremamente condensada, em um processo que comega no inicio da 
fase M e empacota as duas moleculas de DNA de cada cromossomo replicado como duas 
cromatides dobradas separadamente. A condensagao e acompanhada por modificagoes 
das histonas que promovem a compactagao da cromatina, porem a finalizagao satisfatoria 
desse processo ordenado, que reduz a distancia de cada molecula de DNA de ponta a pon- 
ta, do seu comprimento na interfase por umfator adicional de 10, requer protemas extras. 

COMO OS GENOMAS EVOLUEM 

Nesta segao final do capitulo, apresentamos uma visao geral de como os genes e os geno- 
mas evolmram ao longo do tempo, produzindo a grande diversidade de formas de vida 
atuais no nosso planeta. O sequenciamento dos genomas de milhares de organismos esta 
revolucionando nosso entendimento do processo evolutivo, revelando uma riqueza de 
informagoes impressionante nao apenas sobre as relagoes de parentesco entre diferentes 
organismos, mas tambem sobre os mecanismos moleculares que permitiram a evolugao. 

Talvez nao seja surpreendente que genes com fungoes semelhantes possam ser 
encontrados em uma variedade de coisas vivas. A maior revelagao dos ultimos 30 anos, 
porem, e o grau de conservagao que as sequencias nucleotidicas de varios genes apre- 
sentam. Genes homologos - isto e, genes semelhantes tanto na sua sequencia nucleoti- 
dica como na fungao devido a um ancestral comum - muitas vezes podem ser reconhe- 
cidos mesmo por meio de distancias filogeneticas enormes. Homologos incontestaveis 
de varios genes humanos estao presentes em organismos tao diversos como vermes ne- 
matodeos, moscas-das-frutas, leveduras e ate mesmo em bacterias. Em muitos casos, 
a semelhanga e tao proxima que, por exemplo, a porgao que codifica a protema de um 
gene de leveduras pode ser substituida por seu homologo humano - mesmo que huma¬ 
nos e leveduras estejam separados por mais de 1 bilhao de anos de historia evolutiva. 

Como enfatizado no Capitulo 3, o reconhecimento de similaridades entre sequen¬ 
cias tornou-se uma ferramenta importante para associar um gene a uma fungao protei- 
ca. Embora uma sequencia similar nao garanta similaridade de fungao, esta provado que 
fornece excelentes indicagoes. Entao, e geralmente possivel prever a fungao de genes em 
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humanos para os quais nao ha informagao bioquimica nem genetica dispomvel, sim- 
plesmente pela comparagao das sequencias nucleotidicas a sequencias de genes que ja 
foram caracterizados em organismos mais estudados. 

Em geral, a sequencia de genes individuals e muito mais fortemente conservada 
do que a estrutura genomica completa. Caracteristicas da organizagao dos genomas, 
como tamanho, numero de cromossomos, ordem dos genes ao longo do cromossomo, 
abundancia e tamanho dos rntrons, e quantidade de DNA repetitivo, variam bastante 
quando comparadas com organismos distantes, bem como o numero de genes que cada 
organismo contem. 

A comparagao genomica revela sequencias de DNA funcionais 
atraves de sua conservagao durante a evolugao 

Um primeiro obstaculo na interpretagao da sequencia dos 3,2 bilhoes de pares de nu¬ 
cleotideos no genoma humano e o fato de a sua maioria provavelmente nao ter impor- 
tancia funcional. As regioes do genoma que codificam as sequencias de aminoacidos 
das protemas (os exons) sao normalmente encontradas em pequenos segmentos (com 
tamanho medio de 145 pares de nucleotideos), pequenas ilhas em um mar de DNA cuja 
sequencia nucleotidica exata parece ser o que menos importa. Essa disposigao dificulta 
a identificagao de todos os exons em um segmento de DNA, tornando tambem dificil 
determinar onde exatamente onde um gene comega e termina. 

Uma abordagem muito importante para decifrar nosso genoma e pesquisar se¬ 
quencias de DNA muito semelhantes em especies diferentes, seguindo o principio de 
que uma sequencia de DNA que possui uma fungao e muito mais provavel de ser con¬ 
servada do que uma sequencia sem fungao. Por exemplo, humanos e camundongos 
divergiram de um mamifero ancestral comum ha cerca de 80 x 10 6 anos, tempo longo 
o suficiente para a maioria dos nucleotideos desses genomas sofrerem eventos de mu- 
tagoes ao acaso. Como consequencia, as unicas regioes que permaneceram muito simi- 
lares nos dois genomas sao aquelas em que as mutagoes prejudicaram fungoes impor- 
tantes e colocaram os individuos que as carregam em desvantagem, resultando na sua 
eliminagao da populagao por selegao natural. Esses segmentos de DNA muito similares 
sao conhecidos como regioes conservadas. Alem de revelarem sequencias de DNA que 
codificam exons funcionalmente importantes e moleculas de RNA, essas regioes conser¬ 
vadas incluem sequencias reguladoras de DNA e sequencias de DNA com fungoes ainda 
desconhecidas. Em contraste, a maioria das regioes nao conservadas refletem DNA cuja 
sequencia provavelmente e menos critica para a fungao. 

A potencia desse metodo pode ser ampliada incluindo-se nessa comparagao, os 
genomas de um grande numero de especies cujos genomas ja foram sequenciados, 
como ratos, galinhas, peixes, cachorros e chimpanzes, alem de camundongos e huma¬ 
nos. Expondo os resultados desse longo “experimento” natural, que durou centenas de 
milhares de anos, essas analises comparativas do sequenciamento de DNA revelaram 
as regioes mais interessantes no nosso genoma. As comparagoes demonstraram que 
cerca de 5% do genoma humano consiste em “sequencias conservadas em multiespe- 
cies ; ! Para nossa grande surpresa, apenas cerca de um tergo dessas sequencias codificam 
protemas (ver Tabela 4-1, p. 184). Muito do restante das sequencias conservadas consiste 
em regioes de sitios de ligagao a protemas envolvidas na regulagao genica, e algumas 
produzem moleculas de RNA, que nao sao traduzidas em protemas, mas sao importan¬ 
tes para outras finalidades conhecidas. Contudo, mesmo nas especies mais estudadas, 
a fungao da grande maioria dessas sequencias altamente conservadas permanece sem 
explicagao. Essa descoberta levou a conclusao de que entendemos muito menos sobre a 
biologia celular de vertebrados do que pensavamos. Certamente, existem enormes opor- 
tunidades para novas descobertas, e podemos esperar muitas surpresas a frente. 

Alteragoes no genoma sao causadas por falhas nos mecanismos 
normals que copiam e mantem o DNA e por elementos de DNA 
transponiveis 

A evolugao depende de acidentes e erros seguidos de sobrevivencia nao aleatoria. 
A maioria das alteragoes geneticas que ocorrem simplesmente resulta de falhas nos 
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mecanismos normais pelos quais os genomas sao copiados e corrigidos quando dani- 
ficados, embora o movimento dos elementos transpomveis de DNA (discutidos abaixo) 
tambem desempenhe uma fungao importante. Como explicaremos no Capitulo 5, os 
mecanismos que mantem as sequencias de DNA sao extremamente precisos - mas nao 
sao perfeitos. As sequencias de DNA sao herdadas com uma fidelidade tao extraordina- 
ria que normalmente, em uma determinada linha de descendencia, somente um par de 
nucleotideos em mil e aleatoriamente alterado na linhagem germinativa a cada milhao 
de anos. Mesmo assim, em uma populagao de 10 mil individuos diploides, cada substi- 
tuigao nucleotidica possivel sera “testada” cerca de 20 vezes durante 1 milhao de anos 
- um periodo pequeno em relagao a evolugao das especies. 

Erros na replicagao do DNA, na recombinagao ou no reparo do DNA podem causar 
tanto alteragoes locais simples na sequencia de DNA - as chamadas mutagoes pontuais, 
como a substituigao de um par de base por outro - quanto rearranjos genomicos de larga 
escala, como as delegoes, duplicagoes, inversoes e translocagoes de DNA de um cromos- 
somo para outro. Alem dessas falhas na maquinaria genetica, genomas content elemen¬ 
tos moveis de DNA que sao uma fonte importante de alteragoes genomicas (ver Tabela 
5-3, p. 267). Esses elementos de transposigao de DNA ( transposons ) sao sequencias pa- 
rasitas de DNA capazes de se disseminarem pelos genomas que colonizam. No processo, 
eles frequentemente interrompem a fungao ou alteram a regulagao dos genes existen- 
tes. Algumas vezes, eles criaram novos genes por meio de fusoes entre as sequencias do 
transposon e segmentos dos genes existentes. Durante os longos periodos de tempo evo- 
lutivo, os eventos de transposigao de DNA tiveram um efeito significativo nos genomas, 
tanto que quase metade do DNA do genoma humano consiste em vestigios de eventos 
de transposigao passados (Figura 4-62). Mais ainda do nosso genoma parece ter deri- 
vado de transposigoes que ocorreram ha tanto tempo (> 10 8 anos) que essas sequencias 
nem podem mais ser rastreadas aos transposons. 


As sequencias genomicas de duas especies diferem na mesma 
proporgao do periodo de tempo de sua separagao evolutiva 


Figura 4-62 Uma representagao do 
conteudo da sequencia nucleotidica do 
genoma humano. Os LINEs (elementos 
nucleares intercalados longos), SINEs (ele¬ 
mentos nucleares intercalados curtos), ele¬ 
mentos semelhantes a retrovirus, e transpo¬ 
sons exclusivamente de DNA sao elementos 
geneticos moveis que se multiplicaram 
no nosso genoma pela autorreplicagao e 
insergao das novas copias em diferentes 
posigoes. Os elementos geneticos moveis 
sao discutidos no Capitulo 5 (ver Tabela 5-3 
e p. 267). As repetigoes de sequencias sim¬ 
ples sao pequenas sequencias de nucleoti- 
deos (menos de 14 pares de nucleotideos) 
que sao repetidas varias vezes por longos 
segmentos. A duplicagao de segmentos en- 
volve grandes blocos da sequencia de DNA 
(1 a 200 mil pares de nucleotideos) que 
estao presentes em dois ou mais locais no 
genoma. Os blocos de DNA mais repetidos 
na heterocromatina nao foram ainda com- 
pletamente sequenciados; portanto cerca 
de 10% das sequencias do DNA humano 
nao estao representados neste diagrama. 
(Dados cortesia de E. Margulies.) 


As atuais diferengas entre os genomas de especies vivas acumulam mais de 3 bilhoes de 
anos. Ainda que nao exista um registro direto das alteragoes durante esse periodo, cien- 
tistas podem reconstruir o processo de evolugao do genoma a partir de comparagoes 
detalhadas dos genomas de organismos contemporaneos. 

A estrutura basica da organizagao em genomica comparativa e a arvore filoge- 
netica. Um simples exemplo e a arvore que descreve a divergencia entre os humanos 
e os grandes macacos (Figura 4-63). O principal suporte para essa arvore deriva de 
comparagoes entre sequencias de genes e proteinas. Por exemplo, comparagoes entre 
as sequencias de genes e proteinas humanas e de macacos normalmente revelam as 
pouquissimas diferengas entre humanos e chimpanzes e as maiores diferengas entre 
humanos e orangotangos. 

Para organismos intimamente relacionados como humanos e chimpanzes, e re- 
lativamente facil reconstruir as sequencias genicas extintas do ultimo ancestral comum 
entre as duas especies (Figura 4-64). A grande similaridade entre os genes humanos e 
de chimpanzes resulta principalmente do reduzido periodo dispomvel para o acumulo 
de mutagoes nas duas linhagens divergentes, e nao de limitagbes funcionais que man- 
tiveram as mesmas sequencias. Evidencias para essa proposta surgiram da observagao 


Porcentagem 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 






LINEs SINEs 

Elementos semelhantes a retrovirus—1 
"Fosseis" de transposons 
i exclusivamente de DNA 

J 



Introns 

Regioes codificadoras de- 

proteinas 1-1 

GENES 

TRANSPOSONS 

Repetigoes de sequencias simples — 
Duplicagoes de segmentos 

— DNA nao repetitivo que nao 
e intron nem codon 


I_II_I 


SEQUENCIAS REPETIDAS 


SEQUENCIAS UNICAS 














CAPITULO 4 DNA, cromossomos e genomas 219 



de que os genomas de humanos e chimpanzes sao quase identicos mesmo onde nao 
ha restrigao funcional na sequencia nucleotidica - como na terceira posigao de codons 
“sinonimos” (codons que especificam o mesmo aminoacido, mas diferem no terceiro 
nucleotideo). 

Em organismos menos relacionados, como humanos e galinhas (cuja distancia 
de separagao evolutiva e de aproximadamente 300 milhoes de anos), a conservagao 
entre as sequencias encontradas nos genes e quase inteiramente devida a selegao de 
purificagao (i.e. ; a selegao que elimina individuos com mutagoes que interferem em 
fungoes geneticas importantes), e nao a um periodo inadequado para a ocorrencia de 
mutagoes. 


Figura 4-63 Arvore filogenetica mos- 
trando a correlagao entre humanos e 
os grandes macacos com base nos da¬ 
dos da sequencia nucleotidica. Como 
indicado, estima-se que a diferenga entre 
as sequencias dos genomas das quatro 
especies e a sequencia genomica de um 
ultimo ancestral comum seja de pouco 
mais de 1,5%. Como as alteragoes ocor- 
rem independentemente nas duas linha- 
gens divergentes, comparagoes entre os 
pares revelam o dobro da divergence de 
sequencia do ultimo ancestral comum. 

Por exemplo, comparagoes entre humanos 
e orangotangos normalmente apresentam 
divergences de sequencia de pouco mais 
de 3%, enquanto humanos e chimpanzes 
mostram divergences de aproximada¬ 
mente 1,2%. (Modificada de F.C. Chen e 
W.H. Li, Am. J. Hum. Genet. 68:444-456, 
2001 .) 


Arvores filogeneticas construfdas a partir de comparagoes 
de sequencias de DNA indicam as relagoes entre todos os 
organismos 

As arvores filogeneticas baseadas nos dados da sequencia molecular podem ser compa- 
radas aos registros fosseis, e o melhor entendimento e obtido pela integragao dos dois 
metodos. O registro fossil continua essencial como fonte absoluta de datagao baseada 


Gorilas CAA 

1 Q 60 

HumanOSGTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

Chimpanzes GTGCCCATCCAAAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG 
Proteina vpiqkvqddtktliktivtr 


61 K 120 

HumanoSATCAATGACATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAAGTCACCGGTTTGGAC 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

Chimpanzes ATCAATGACATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCAAACAGAAGGTCACCGGTTTGGAC 
Proteina indishtosvsskqkvtgld 

Gorilas aag 


Gorilas ccc 

121 P 180 

HumanoSTTCATTCCTGGGCTCCACCCCATCCTGACCTTATCCAAGATGGACCAGACACTGGCAGTC 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

ChimpanzesTTCATTCCTGGGCTCCACCCTATCCTGACCTTATCCAAGATGGACCAGACACTGGCAGTC 
Proteina fipglhpiltlskmdqtlav 


181 v 240 

HumanosTACCAACAGATCCTCACCAGTATGCCTTCCAGAAACGTGATCCAAATATCCAACGACCTG 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

ChimpanzeSTACCAACAGATCCTCACCAGTATGCCTTCCAGAAACATGATCCAAATATCCAACGACCTG 
Proteina yqqiltsmpsrnmiqisndl 

Gorilas ATG 


241 D 300 

Humanos GAGAACCTCCGGGATCTTCTTCAGGTGCTGGCCTTCTCTAAGAGCTGCCACTTGCCCTGG 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

Chimpanzes GAGAACCTCCGGGACCTTCTTCAGGTGCTGGCCTTCTCTAAGAGCTGCCACTTGCCCTGG 
Proteina enlrdllhvlafskschlpw 
Gorilas gac 


Figura 4-64 Dedugao de uma sequen¬ 
cia ancestral a partir da comparagao de 
sequencias de regioes codificadoras do 
gene da leptina em humanos e chim¬ 
panzes. Lendo da esquerda para direita e 
de cima para baixo, esta ilustrado um seg- 
mento contfnuo de 300 nucleotideos para 
o gene que codifica a leptina. A leptina 
e um hormonio que regula a ingestao de 
alimentos e a utilizagao de energia em res- 
posta a adequagao de reservas de gordura. 
Como indicado pelos codons nos retangu- 
los em verde, apenas cinco nucleotideos 
(de um total de 441) diferem entre essas 
duas especies. Alem disso, somente uma 
das cinco posigoes nos nucleotideos pro- 
voca uma diferenga no aminoacido codi- 
ficado. Para cada uma das cinco posigoes 
variaveis dos nucleotideos, a sequencia 
correspondente no gorila tambem e indi- 
cada. Em dois casos, a sequencia do gorila 
concorda com a sequencia de humanos, 
e, em tres casos, ela concorda com a 
sequencia do chimpanze. 

Qual seria a sequencia do gene da 
leptina no ultimo ancestral comum? 

A hipotese mais economica e que a evolu- 
gao seguiu uma via que requer o numero 
rrunimo de mutagoes consistente com os 
dados. Assim, parece provavel que a se¬ 
quencia de leptina do ultimo ancestral co¬ 
mum era a mesma das sequencias de hu¬ 
manos e chimpanzes em que concordam; 
quando diferem, a sequencia de gorilas 
seria usada no desempate. Por convenien¬ 
ce, apenas os 300 primeiros nucleotideos 
da sequencia codificadora da leptina sao 
mostrados. Os 141 restantes sao identicos 
em humanos e chimpanzes. 
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Figura 4-65 Taxas de evolugao muito diferentes de exons e fntrons, ilustradas pela comparagao de um segmento dos genes da leptina em ca- 
mundongos e humanos. As posigoes em que as sequences diferem pela substituigao de um unico nucleotideo estao sombreadas em verde, e as posigoes que 
diferem pela adigao ou perda de nucleotideos estao sombreadas em amarelo. Observe que, devido a selegao de purificagao, a sequencia codificadora dos exons 
e muito mais conservada do que a sequencia do intron adjacente. 


no decaimento radioativo nas formagoes rochosas em que os fosseis sao encontrados. 
Entretanto, os registros fosseis apresentam muitas lacunas, e o tempo de divergencia 
preciso entre especies e dificil de ser estabelecido, mesmo em especies que deixam bons 
fosseis, com morfologia distinta. 

As arvores filogeneticas em que o tempo foi medido de acordo com os regis¬ 
tros fosseis sugerem que as alteragoes nas sequencias de determinados genes ou 
protemas tendem a ocorrer em uma taxa praticamente constante, embora taxas que 
diferem da regra por um fator de duas vezes tenham sido observadas em linhagens 
especificas. Isso nos fornece um reldgio molecular para a evolugao, ou melhor, um 
conjunto de relogios moleculares que correspondem a diferentes categorias da se¬ 
quencia de DNA. Da mesma forma que no exemplo da Figura 4-65, o relogio anda 
mais rapidamente e mais regularmente em sequencias que nao estao sujeitas a se¬ 
legao de purificagao. Estas incluem as porgoes de mtrons que nao sao processadas 
nem possuem sinais de regulagao, a terceira posigao dos codons sinonimos, e genes 
que foram irreversivelmente inativados por mutagoes (chamados de pseudogenes). 
O relogio anda mais devagar para sequencias sujeitas a fortes restrigoes funcionais - 
por exemplo, a sequencia de aminoacidos de protemas que participam de interagoes 
especificas com varias outras protemas e cuja estrutura e, portanto, muito restrita, ou 
sequencias nucleotidicas que codificam subunidades de RNAs ribossomicos, do qual 
toda a smtese proteica depende. 

Ocasionalmente, uma alteragao rapida ocorre em uma sequencia previamente con¬ 
servada. Como discutido mais adiante, tais episodios sao especialmente interessantes 
porque parecem refletir periodos de uma forte selegao positiva para mutagoes que confe- 
riram uma vantagem seletiva a linhagem particular na qual essa alteragao rapida ocorreu. 

O ritmo do relogio molecular durante a evolugao e determinado nao somente pelo 
grau de selegao de purificagao, mas tambem pela taxa de mutagoes. Mais especialmen¬ 
te em animais, embora nao em plantas, os relogios baseados em sequencias de DNA 
mitocondrial sem limitagao funcional andam muito mais rapido comparados a relogios 
baseados em sequencias nucleares sem limitagoes funcionais, isso porque a taxa de mu¬ 
tagoes em mitocondrias de animais e excepcionalmente alta. 

As categorias de DNA nas quais o relogio anda mais rapido sao muito mais infor- 
mativas para eventos evolucionarios recentes; o relogio de DNA mitocondrial e usado, 
por exemplo, na abordagem da divergencia entre a linhagem Neandertal e do Homo 
sapiens moderno. Para estudar eventos evolucionarios mais primitivos, deve-se exa- 
minar DNA nos quais o relogio anda mais lentamente; assim, a divergencia dos ramos 
principais da arvore da vida - bacterias, arqueias e eucariotos - foi deduzida a partir do 
estudo de sequencias que codificam RNA ribossomico. 

Em geral, os relogios moleculares, devidamente escolhidos, fornecem uma defi- 
nigao mais especifica do periodo comparado ao registro fossil e sao um guia mais con- 
fiavel para detalhar a estrutura de arvores filogeneticas do que os metodos classicos de 
construgao dessas arvores, baseados em semelhangas anatomicas e de desenvolvimento 
embrionario entre familias. Por exemplo, a arvore exata da familia dos grandes simios e 
humanos nao foi determinada ate que os dados reunidos das sequencias moleculares, 
na decada de 1980, produziram a genealogia mostrada previamente na Figura 4-63. Alem 
disso, com as enormes quantidades de sequencias de DNA determinadas atualmente 
para uma grande diversidade de mamiferos, estimativas muito melhores dessas correla- 
goes estao sendo obtidas (Figura 4-66). 
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Figura 4-66 Uma arvore filogenetica 
mostrando as relates evolutivas de 
alguns mamiferos atuais. 0 comprimen- 
to de cada linha e proporcional ao numero 
de " substitutes neutras" - isto e, alte- 
ragoes nucleotidicas em locais em que se 
acredita nao haver selegao de purificagao. 
(Adaptada de G.M. Cooper et al., Genome 
Res. 15:901-913, 2005. Com permissao 
de Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 


Uma comparagao entre cromossomos humanos e de 
camundongos revela como a estrutura dos genomas diverge 

Como seria esperado, os genomas de humanos e chimpanzes sao muito mais seme- 
lhantes do que os genomas de humanos e camundongos, mesmo que os tres genomas 
tenham aproximadamente o mesmo tamanho e contenham conjuntos de genes quase 
identicos. As linhagens de camundongos e humanos tiveram cerca de 80 milhoes de 
anos para divergir - por meio do acumulo de mutagoes - versus 6 milhoes de anos entre 
humanos e chimpanzes. Alem disso, como indicado na Figura 4-66, linhagens de roe- 
dores (representadas pelos ratos e camundongos) possuem relogios moleculares muito 
mais rapidos que o normal e divergiram da linhagem dos humanos mais rapidamente 
do que o esperado. 

Enquanto o modo como o genoma e organizado nos cromossomos e quase identi- 
co em humanos e chimpanzes, essa organizagao divergiu enormemente entre humanos 
e camundongos. De acordo com estimativas grosseiras, um total de 180 eventos de que- 
bra e religagao ocorreu nas duas linhagens desde que as duas especies compartilharam 
um ancestral comum. Nesse processo, embora o numero de cromossomos seja seme- 
lhante (23 por genoma haploide no homem versus 20 no camundongo), sua estrutura 
geral e bastante diferente. No entanto, mesmo apos um extenso embaralhamento ge- 
nomico, eles possuem grandes blocos de DNA nos quais a ordem dos genes e a mesma 
em humanos e camundongos. Esses segmentos com a ordem dos genes conservada sao 
chamados de regioes de sintenia. A Figura 4-67 ilustra como segmentos de cromosso¬ 
mos de camundongo diferentes sao mapeados ao conjunto de cromossomos humanos. 
Em vertebrados muito mais distantes, como galinhas e humanos, o numero de eventos 
de quebra e religagao foi muito maior e as regioes de sintenia sao muito menores; alem 
disso, elas sao, muitas vezes, mais dificeis de serem identificadas devido a divergencia 
entre as sequencias de DNA que elas contem. 

Uma conclusao inesperada derivada da comparagao dos genomas completos de 
humanos e de camundongos e confirmada pela comparagao com outros vertebrados e 
que pequenos blocos de sequencia de DNA estao sendo removidos e adicionados a ge¬ 
nomas a uma velocidade incrivelmente alta. Assim, se assumirmos que nosso ancestral 
comum tinha o genoma do tamanho do humano (cerca de 3,2 bilhoes de pares de nu- 
cleotideos), os camundongos tiveram uma perda de aproximadamente 45% desse geno¬ 
ma, por delegoes que foram acumuladas durante os 80 milhoes de anos, enquanto os hu¬ 
manos tiveram uma perda de 25%. Contudo, sequencias substanciais foram adquiridas 
por varias duplicagoes cromossomicas pequenas e pela multiplicagao de transposons 
que compensaram essa perda. Como resultado, acredita-se que o tamanho do genoma 
humano ficou praticamente inalterado em comparagao ao genoma do ancestral comum, 
enquanto o de camundongos foi reduzido em apenas 0,3 bilhao de nucleotideos. 
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Figura 4-67 Sintenia entre cromosso- 
mos humanos e de camundongos. 

Neste diagrama, o conjunto cromossomico 
de humanos e mostrado, com cada parte 
do cromossomo colorido de acordo com o 
cromossomo de camungo ao qual e sinte- 
nico. 0 codigo de cores usado para cada 
cromossomo de camundongo e indicado 
na parte inferior da figura. Regioes hete- 
rocromaticas altamente repetitivas (como 
os centromeros) dificeis de sequenciar 
nao podem ser mapeadas desse modo e 
foram coloridas em preto. (Adaptada de 
E.E. Eichler e D. Sankoff, Science 301:793- 
797, 2003. Com permissao de A A AS.) 



Evidencias que confirmam a perda de sequencias de DNA em pequenos blocos 
durante a evolugao podem ser obtidas pela comparagao detalhada das regioes de har- 
monia nos genomas de humanos e de camundongos. O encolhimento comparative do 
genoma de camundongos pode ser claramente visto nessas comparagoes, com as se¬ 
quencias perdidas espalhadas atraves de longos segmentos de DNA, que, se nao houves- 
se perdas, seriam homologos (Figura 4-68). 

A adigao de DNA nos genomas ocorre pela duplicagao espontanea de segmentos 
cromossomicos, normalmente com comprimentos de dezenas de milhares de pares de 
nucleotideos (como sera discutido em seguida) e tambem pela insergao de novas copias 
de transposons ativos. A maior parte dos eventos de transposigao sao duplicativos, por- 
que o transposon original permanece onde estava e a copia se insere em um novo sitio; 
ver, como exemplo, a Figura 5-63. As comparagoes das sequencias de DNA derivadas 
de transposons entre humanos e camundongos prontamente revelam algumas dessas 
adigoes de sequencias (Figura 4-69). 

Ainda permanece sem explicagao por que todos os mamiferos mantiveram os ta- 
manhos dos genomas com cerca de 3 bilhoes de pares de nucleotideos contendo con- 
juntos de genes quase identicos, apesar de parecer que somente cerca de 150 milhoes de 
pares de nucleotideos apresentam limitagao funcional da sequencia-especifica. 


Figura 4-68 Comparagao de um seg- 
mento sintenico dos genomas de 
camundongos e humanos. Cerca de 
90% dos dois genomas podem ser alinha- 
dos dessa forma. Observe que enquanto 
ha uma ordem identica das sequencias 
correspondentes (marcas em vermelho), 
ha tambem uma perda liquida de DNA na 
linhagem do camundongo espalhada por 
toda a regiao. Esse tipo de perda e tipico 
para todas as regioes como esta, sendo 
responsavel pelo fato de o genoma de 
camundongos possuir 14% menos DNA 
do que o genoma humano. (Adaptada de 
Mouse Genome Sequencing Consortium, 
Nature 420:520-562, 2002. Com permis¬ 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 


O tamanho do genoma de um vertebrado reflete as taxas 
relativas de adigao e perda de DNA em uma linhagem 

Em vertebrados distantes, mas relacionados, o tamanho do genoma pode variar conside- 
ravelmente, sem causar um efeito drastico no organismo ou no numero de genes. Dessa 
forma, o genoma da galinha, com 1 bilhao de pares de nucleotideos, possui apenas cerca 
de um tergo do tamanho do genoma de mamiferos. Um exemplo extremo e o peixe-balao 
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baiacu, Fugu rubripes (Figura 4-70), que possui um genoma minimo para um vertebra- 
do (0,4 bilhao de pares de nucleotideos, comparados a 1 bilhao ou mais para muitos 
outros peixes). O tamanho reduzido do genoma do Fugu e principalmente devido ao pe- 
queno tamanho de seus mtrons. Especificamente, os mtrons de Fugu , bem como outros 
segmentos nao codificadores, nao possuem o DNA repetitivo responsavel por uma gran¬ 
de porgao dos genomas nos vertebrados mais bem estudados. No entanto, as posigoes 
dos mtrons de Fugu entre os exons de cada gene sao quase as mesmas encontradas nos 
genomas de mamiferos (Figura 4-71). 

Inicialmente era um misterio, mas hoje temos uma explicagao para as enormes 
diferengas entre os tamanhos dos genomas de organismos similares: como todos os ver¬ 
tebrados sofrem um processo continuo de perdas e adigoes de DNA, o tamanho do geno¬ 
ma simplesmente depende do balango entre esses dois processos opostos que atuam ha 
milhares de anos. Supondo-se, por exemplo, que na linhagem que gera o Fugu, a taxa de 
adigao de DNA tenha sido muito reduzida; apos longos periodos, o resultado seria uma 
“limpeza” do genoma desse peixe, excluindo aquelas sequencias de DNA cuja perda 
poderia ser tolerada. O resultado e um genoma incomumente compacto, relativamen- 
te sem excessos e organizado, mas que conserva, atraves de selegao por purificagao, as 
sequencias de DNA de vertebrados que sao funcionalmente importantes. Isso torna o 
Fugu, com seus 400 milhoes de pares de nucleotideos, um valioso recurso na pesquisa de 
genomas voltada para a compreensao dos seres humanos. 

A sequencia de alguns genomas primitivos pode ser deduzida 

Os genomas de organismos primitivos podem ser deduzidos, porem a maioria nao pode 
ser diretamente observada. O DNA e muito estavel se comparado com a maior parte das 
moleculas organicas, mas nao e perfeitamente estavel, e sua degradagao progressiva, mes- 
mo em condigoes ideais, significa que e praticamente impossivel extrair informagoes da 
sequencia de DNA de fosseis com mais de 1 milhao de anos. Embora os organismos mo- 
dernos, como o caranguejo-ferradura, sejam muito semelhantes aos ancestrais fosseis que 
viveram ha 200 milhoes de anos, nao existe duvida de que seu genoma tenha sido alterado 
durante todo o tempo em uma maneira e taxa similares a outras linhagens evolutivas. A se¬ 
legao deve ter mantido propriedades funcionais chave no genoma do caranguejo-ferradura 
para assegurar a estabilidade morfologica da linhagem. Contudo, comparagoes entre orga¬ 
nismos atuais diferentes mostram que a fragao do genoma sujeito a selegao de purificagao 
e pequena; logo, e razoavel assumir que o genoma do caranguejo-ferradura moderno pre- 
serva caracteristicas essenciais para sua fungao, mas deve apresentar enormes diferengas 
quando comparado a seu antecessor extinto, conhecido apenas por registros fosseis. 

E possivel obter informagao da sequencia diretamente pela analise de amostras 
de DNA de materiais ancestrais se eles nao forem muito primitivos. Nos ultimos anos, 
os avangos nas tecnicas permitiram o sequenciamento de DNA de fragmentos osseos 
extremamente bem conservados que datam de mais de 100 mil anos atras. Embora 
qualquer DNA dessa idade esteja preservado com imperfeigao, uma sequencia do 
genoma do homem de Neanderthal foi reconstruida a partir de milhoes de pequenas 
sequencias de DNA, revelando - entre outras coisas - que nossos ancestrais humanos 
cruzaram com eles na Europa e que os humanos modernos herdaram genes especifi- 


Figura 4-69 Compara^ao do bloco 
de genes da p-globina nos genomas 
humanos e de camundongos, mostran- 
do a localizacao dos elementos trans- 
ponfveis. Esse segmento do genoma 
humano contem cinco genes funcionais 
semelhantes a (3-globina (em laranja ); a 
regiao correspondente do genoma de 
camundongos possui apenas quatro. As 
posigoes das sequencias Alu humanas 
estao indicadas por drculos verdes, e 
as sequencias humanas LI por drculos 
vermelhos. 0 genoma de camundongos 
contem elementos transponfveis diferen¬ 
tes, porem relacionados: as posigoes dos 
elementos B1 (relacionados as sequencias 
Alu em humanos) estao indicadas por tri- 
^ngulos azuis, e as posigoes dos elementos 
LI de camundongos (relacionados as 
sequencias LI em humanos) sao indicadas 
por trlangulos em laranja. A ausencia de 
elementos transponfveis nos genes es- 
truturais da globina pode ser atribufda a 
selegao de purificagao, que teria eliminado 
qualquer insergao que comprometesse a 
fungao de gene. (Cortesia de Ross Hardi¬ 
son e Webb Miller.) 



Figura 4-70 O peixe baiacu, Fugu ru¬ 
bripes. (Cortesia de Byrappa Venkatesh.) 
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Figura 4-71 Comparagao das se¬ 
quences genomicas dos genes que 
codificam a protema huntingtina de 
humanos e do Fugu. Ambos os genes 
(indicados em vermelho) contem 
67 pequenos exons que se alinham com 
correspondence de 1:1 entre si; esses 
exons sao conectados por linhas curvas. 

0 gene humano e 7,5 vezes maior que o 
gene do Fugu (180 mil versus 24 mil pares 
de nucleotideos). A diferenga no tamanho 
e devida exclusivamente aos introns, muito 
maiores no gene humano. 0 enorme ta¬ 
manho dos introns humanos e devido, em 
parte, a presenga de retrotransposons (dis- 
cutidos no Capitulo 5), cujas posigoes sao 
representadas por linhas verticais em ver- 
de; os introns do Fugu nao possuem retro¬ 
transposons. Em humanos, mutagoes no 
gene da huntingtina causam a doenga de 
Huntington, uma doenga neurodegenera- 
tiva herdavel. (Adaptada de S. Baxendale 
etal., Nat. Genet. 10:67-76, 1995. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 


Figura 4-72 Os homens de Neander¬ 
thal. (A) Mapa da Europa mostrando a 
localizagao da caverna na Croacia onde fo¬ 
ra m descobertos muitos dos ossos usados 
para isolar o DNA e derivar a sequencia 
genomica do homem de Neanderthal. 

(B) Fotografia da caverna em Vindija. 

(C) Fotografia dos ossos com 38 mil anos 
de Vindija. Estudos mais recentes tiveram 
exito na extragao de informagoes de 
sequences de DNA de restos mortais de 
hominideos consideravelmente mais anti- 
gos (ver Animagao 8.3). (B, cortesia de Jo¬ 
hannes Krause; C, from R.E. Green et al., 
Science 328: 710-722, 2010. Reproduzida 
com permissao de AAAS.) 



Milhares de pares de nucleotideos 


cos deles (Figura 4-72). A diferenga media das sequencias de DNA de humanos e Ne¬ 
anderthals mostrou que nossas duas linhagens divergiram entre 270 mil e 440 mil anos 
atras, muito antes do periodo no qual se acredita que os humanos tenham emigrado 
da Africa. 

Entretanto, como decifrar os genomas de ancestrais muito mais antigos, aqueles para 
os quais nao ha como isolar amostras de DNA? Para organismos proximos, como humanos 
e chimpanzes, vimos que nao dificil: usando a sequencia de gorilas como referenda para 
classificar quais das poucas diferengas nas sequencias de humanos e chimpanzes foram 
herdadas do nosso ancestral comum ha cerca de 6 milhoes de anos (ver Figura 4-64). E, para 
um ancestral que tenha produzido um grande numero de organismos diferentes vivos hoje, 
sequencias de DNA de diversas especies podem ser comparadas simultaneamente para 
organizar muito da sequencia ancestral, permitindo derivar sequencias de DNA de muito 
tempo atras. Por exemplo, pelas sequencias de genomas atualmente obtidas para dezenas 
de mamiferos placentarios modernos, seria possivel deduzir muito da sequencia genomica 
do ancestral comum de 100 milhoes de anos - o precursor de especies tao diversas como 
cachorros, camundongos, coelhos, tatu e humanos (ver Figura 4-66). 

Comparaqoes entre sequencias multiespecies identificam 
sequencias de DNA conservadas com funqao desconhecida 

A imensa quantidade de sequencias de DNA atualmente nos bancos de dados (centenas 
de bilhoes de pares de nucleotideos) fornecem um rico terreno para exploragao com 
varios propositos. Essa informagao pode ser utilizada nao apenas para recompor as vias 
evolucionarias que levaram aos organismos modernos, como tambem proporcionar es- 
clarecimentos sobre como as celulas e os organismos funcionam. Talvez a descoberta 
mais impressionante nessa esfera venha da observagao de que uma espantosa quanti¬ 
dade de sequencias de DNA que nao codificam protemas foi conservada durante a evo- 
lugao dos mamiferos (ver Tabela 4-1, p. 184). Isso e mais claramente evidenciado quan- 
do blocos sintenicos de DNA de varias especies diferentes sao alinhados e comparados, 
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identificando um grande numero de sequencias conservadas multiespecies: algumas das 
quais codificam protemas, mas a maioria nao (Figura 4-73). 

A maioria das sequencias conservadas nao codificadoras descobertas assim sao 
relativamente curtas, contendo de 50 a 200 pares de nucleotideos. Entre as mais mis- 
teriosas estao as chamadas sequencias nao codificadoras “ultraconservadas” exem- 
plificadas por mais de 5 mil segmentos de DNA com mais de 100 nucleotideos que sao 
exatamente os mesmos em humanos, camundongos e ratos. Muitos sofreram pequenas 
ou nenhuma alteragao desde a divergencia do ancestral de aves e mamiferos cerca de 
300 milhoes de anos atras. A rigorosa conservagao indica que apesar de nao codificar 
protemas, cada uma possui uma fungao importante mantida pela selegao de purificagao. 
O enigma e decifrar quais sao essas fungoes. 

Atualmente, sabe-se que muitas das sequencias conservadas que nao codificam 
protemas produzem moleculas de RNA nao traduzido, como os milhares de RNAs nao 
codificadores longos (IncRNAs ) que parecem realizar fungoes importantes na regulagao 
da expressao genica. Como tambem veremos no Capitulo 7, outras sao pequenas regioes 
de DNA distribuidas pelo genoma que direcionam a ligagao de protemas envolvidas na 
regulagao genica. Nao esta claro, contudo, quanto desse DNA conservado nao codifica- 
dor esta envolvido nestas vias, e a fungao da maioria deles contina sem explicagao. Esse 
enigma evidencia o quanto ainda e necessario aprender sobre os mecanismos biologicos 
fundamentais que atuam em animais e em outros organismos complexos, e sua solugao 
certamente tera profundas consequencias na medicina. 

Como os cientistas podem resolver o misterio do DNA conservado nao codifica- 
dor? Tradicionalmente, tentativas para determinar a fungao de uma sequencia de DNA 
investigada comega pela procura de consequencias de sua inativagao experimental. 
No entanto, muitas dessas sequencias cruciais para um organismo na natureza podem 
nao ter efeito evidente no fenotipo em condigoes laboratoriais: o que e necessario para 
a sobrevivencia de um camundongo em um ambiente de lab oratorio e muito menos 
que o necessario para seu sucesso na natureza. Alem disso, calculos com base em ge- 
netica de populagoes revelaram que apenas uma pequena vantagem seletiva - menos 
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Figura 4-73 Detec^ao de sequencias 
conservadas multiespecies. Neste exem- 
plo, as sequencias genomicas de cada 
organismo mostrado foram comparadas a 
regiao indicada do gene CFTR (regulador 
da condutancia transmembrana da fibro¬ 
se cistica) humano; essa regiao contem 
um exon e uma enorme quantidade de 
DNA intronico. Para cada organismo, o 
percentual de identidade com humanos 
para cada bloco de nucleotideos de 25 pa¬ 
res de bases esta representado em verde. 
Alem disso, um algoritmo computacional 
foi usado para detectar as sequencias 
dentro dessa regiao que sao mais conser¬ 
vadas quando as sequencias de todos os 
organismos sao consideradas. Alem do 
exon (em azul-escuro na linha superior da 
figura), as posigoes de outros tres blocos 
de regioes conservadas em varias especies 
estao indicadas (em azul-daro). A fungao 
da maioria dessas sequencias no genoma 
humano nao e conhecida. (Cortesia de Eric 
D. Green.) 
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de 0,1% de diferenga em sobrevivencia - pode ser suficiente para favorecer fortemente 
a retengao de uma sequencia especifica de DNA durante a evolugao. Nao surpreende, 
portanto, que varias dessas sequencias de DNA ultraconservadas possam ser removi- 
das do genoma de camundongos sem causar nenhum efeito palpavel no camundongo 
de lab oratorio. 

Uma segunda abordagem importante para descobrir a fungao de uma sequencia 
misteriosa de DNA nao codificador utiliza tecnicas bioquimicas para identificar protei- 
nas ou moleculas de RNA que se ligam a elas - ou a alguma molecula de RNA que ela 
produz. A maioria dessas tarefas ainda paira sobre nos, mas ja houve um bom initio 
(ver p. 435). 

Alteragoes em sequencias previamente conservadas podem 
auxiliar a decifrar etapas criticas na evolugao 

Obtida a informagao da sequencia genomica, podemos voltar a atengao para outra 
questao curiosa: quais as alteragoes no nosso DNA produziram humanos tao diferen- 
tes dos outros animais - ou o que torna uma determinada especie tao diferente de es¬ 
pecies relacionadas? Por exemplo, tao logo as sequencias genomicas de chimpanzes 
e de humanos foram disponibilizadas, cientistas iniciaram a busca por alteragoes nas 
sequencias de DNA que poderiam responder pelas diferengas marcantes entre as duas 
especies. Com 3,2 bilhoes de pares de nucleotideos para comparar entre duas espe- 
cies, pode parecer uma tarefa impossivel. Porem, o trabalho foi facilitado limitando-se 
a busca a 35 mil sequencias conservadas multiespecies claramente definidas (cerca 
de 5 milhoes de pares de nucleotideos no total), que representam partes do genoma 
com maior probabilidade de serem funcionalmente importantes. Apesar de muito 
conservadas, essas sequencias nao sao perfeitamente conservadas e, quando a versao 
em uma especie e comparada a outra, elas geralmente refletem pequenos desvios que 
correspondem simplesmente ao tempo decorrido desde o ancestral comum. Em uma 
pequena proporgao dos casos, porem, um repentino pulo evolutivo pode ser visto. Foi 
observado que algumas sequencias de DNA, altamente conservadas em outras espe¬ 
cies de mamiferos, acumularam alteragoes nucleotidicas de maneira excepcionalmen- 
te rapida durante os 6 milhoes de anos de evolugao humana desde a divergencia dos 
chimpanzes. Essas regides aceleradas humanas (HARs, human accelerated regions ) pa- 
recem refletir fungoes especialmente importantes para nos tornar diferentes de algum 
modo vantajoso. 

Cerca de 50 sitios foram identificados em um estudo, um quarto sendo localizado 
proximo a genes associados ao desenvolvimento neural. A sequencia que exibiu as alte¬ 
ragoes mais rapidas (18 alteragoes entre humanos e chimpanzes, comparada a apenas 
duas alteragoes entre chimpanzes e galinhas) foi examinada e especifica uma molecula 
de RNA nao codificador de 118 nucleotideos, a HAR1F (regiao acelerada humana IF), 
produzida pelo cortex cerebral humano em um periodo decisivo durante o desenvolvi¬ 
mento do cerebro. A fungao desse RNA HAR1F ainda nao e conhecida, porem achados 
desse tipo sao estudos de pesquisa estimulantes e devem ajudar a esclarecer caracteris- 
ticas cruciais do cerebro humano. 

Uma abordagem similar na busca de mutagoes importantes que contribuiram 
para a evolugao humana tambem inicia com sequencias de DNA que foram conserva¬ 
das durante a evolugao dos mamiferos; mas, em vez de procurar alteragoes aceleradas 
em nucleotideos individuais, ela se concentra em sitios cromossomicos que sofreram 
delegoes durante os 6 milhoes de anos desde a divergencia da nossa linhagem e chim¬ 
panzes. Mais de 500 dessas sequencias - conservadas entre outras especies e ausentes 
em humanos - foram descobertas. Cada delegao remove uma sequencia de DNA de 95 
nucleotideos em media. Apenas uma dessas delegoes afeta uma regiao codificadora de 
protemas: o restante parece alterar regioes que afetam a expressao de genes proximos, 
uma expectativa que foi confirmada experimentalmente em alguns casos. Assim, uma 
grande proporgao das potenciais regioes de regulagao estao proximas a genes que afe¬ 
tam a fungao neural ou proximas a genes envolvidos na sinalizagao por esteroides, su- 
gerindo que alteragoes no sistema nervoso e nas fungoes imunologicas ou reprodutivas 
tiveram uma participagao especialmente importante na evolugao humana. 
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As mutagoes nas sequences de DNA que controlam a expressao 
genica impulsionaram muitas das alteragoes evolutivas em 
vertebrados 

A enorme quantidade de dados de sequencias genomicas atualmente acumulada pode 
ser estudada de diversas maneiras, revelando eventos que ocorreram ha centenas de mi¬ 
lhoes de anos. Um exemplo seria uma tentativa de rastrear as origens de elementos de 
regulagao no DNA que tiveram uma fungao fundamental na evolugao de vertebrados. Um 
estudo desses iniciou com a identificagao de quase 3 milhoes de sequencias nao codi- 
ficadoras, contendo uma media de 28 pares de bases de comprimento, conservados na 
evolugao de vertebrados recentes, porem ausentes em ancestrais mais antigos. Cada uma 
dessas sequencias nao codificadoras especiais pode representar uma inovagao funcional 
peculiar a um ramo espedfico de uma fanhlia de vertebrados, e parece que a maioria de- 
las consiste em DNA de regulagao que determina a expressao de genes adjacentes. Dadas 
as sequencias genomicas completas, e possivel identificar os genes localizados na vizi- 
nhanga e, dessa forma, tern maior chance de estar sob a influencia desses novos elemen¬ 
tos reguladores. Por meio da comparagao de varias especies diferentes, com tempos de 
divergencia conhecidos, e possivel estimar quando cada um desses elementos de regu¬ 
lagao surgiram como uma caracteristica conservada. Esses achados sugerem diferengas 
evolutivas impressionantes entre as varias classes funcionais de genes (Figura 4-74). Ele¬ 
mentos reguladores conservados originados no imcio da evolugao de vertebrados - isto 
e, ha mais de 300 milhoes de anos, que foi quando a linhagem de manhferos foi separada 
da linhagem que originou aves e repteis - parecem estar bastante associados a genes que 
codificam proteinas reguladoras de transcrigao e proteinas com fungoes na organizagao 
do desenvolvimento embrionario. A partir dai, teve imcio uma era em que inovagoes na 
regulagao do DNA surgiram proximas a genes codificando os receptores de sinalizagao 
extracelular. Finalmente, durante o curso de 100 milhoes de anos, as inovagoes na regula¬ 
gao parecem ter se concentrado na proximidade de genes que codificam proteinas (como 
as proteinas-cinase) que atuam na modificagao pos-traducional de outras proteinas. 

Muitas questoes sobre esses fenomenos e seus significados precisam ser respon- 
didas. Uma interpretagao possivel e que a logica - o diagrama do circuito - da rede de 
regulagao genica em vertebrados foi estabelecida precocemente, e que alteragoes evolu¬ 
tivas mais recentes tenham ocorrido principalmente pelo aprimoramento de parametros 
quantitatives. Isso poderia explicar por que, entre os mamiferos, por exemplo, o piano 
corporal basico - a topologia dos tecidos e orgaos - foi tao amplamente conservado. 

A duplicagao genica tambem fornece uma fonte importante de 
novidades geneticas durante a evolugao 

A evolugao depende da criagao de novos genes e de modificagoes daqueles ja existen- 
tes. Como isso ocorre? Quando comparamos organismos que parecem diferentes - um 
primata com um roedor, por exemplo, ou um camundongo com um peixe -, raramente 
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Figura 4-74 Os tipos de alteragoes 
na regulagao genica atribuidas como 
predominantes durante a evolugao de 
nossos ancestrais vertebrados. Para 
produzir a informagao resumida neste 
grafico, o tipo de gene regulado por cada 
sequencia conservada nao codificadora 
foi, sempre que possivel, deduzido pela 
identidade da proteina produzida pelo 
gene codificador mais proximo. 0 tempo 
de fixagao para cada sequencia conser¬ 
vada foi usado para derivar as conclusoes 
apresentadas. (Baseada em C.B. Lowe et 
al., Science 333:1019-1024, 2011. Com 
permissao de AAAS.) 
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encontramos um gene em uma especie que nao tenha um homologo na outra. Os genes 
sem correspondentes homologos sao raros mesmo quando comparamos animais tao di- 
vergentes como um maimfero e um verme. Por outro lado, frequentemente familias de 
genes com diferentes numeros de membros sao encontradas nas diferentes especies. Para 
criar essas familias, os genes foram repetidamente duplicados, e, entao, as copias diver- 
giram para atuar em novas fungoes que geralmente variam de uma especie para outra. 

A duplicagao genica ocorre em altas taxas em todas as linhagens evolutivas, contri- 
buindo para o vigoroso processo de adigao de DNA discutido anteriormente. Um estudo 
detalhado em duplicagoes espontaneas em leveduras mostrou que duplicagoes de 50 mil 
a 250 mil pares de nucleotideos podiam ser comumente observadas, a maioria sendo re- 
petigoes consecutivas. Elas parecem resultar de erros na replicagao do DNA pelo reparo 
inexato de quebras cromossomicas de fita dupla. Uma comparagao entre os genomas de 
humanos e de chimpanzes revelou que, desde o periodo que esses organismos sofreram 
divergencia, essas duplicagoes de segmentos adicionaram cerca de 5 milhoes de pares de 
nucleotideos em cada genoma a cada milhao de anos, com uma media de 50 mil pares 
de nucleotideos a cada duplicagao (contudo, existem algumas duplicagoes 5 vezes maio- 
res). Na verdade, em numeros de nucleotideos, os eventos de duplicagao criaram mais 
diferengas entre as duas especies do que as substituigoes de apenas um nucleotideo. 

Genes duplicados sofrem divergencia 

Qual o destino dos genes recem-duplicados? Na maioria dos casos, parece haver pouca 
ou nenhuma selegao - pelo menos inicialmente - para manter o estado duplicado desde 
que uma copia possa fornecer uma fungao equivalente. Portanto, varios eventos de du¬ 
plicagao provavelmente foram seguidos por mutagoes com perda de fungao em um ou 
em outro gene. Esse ciclo restauraria funcionalmente o estado de um gene que precedeu 
a duplicagao. Existem varios exemplos nos genomas contemporaneos em que uma copia 
de um gene duplicado foi inativada de forma irreversivel por multiplas mutagoes. Com o 
passar do tempo, a similaridade de sequencia entre um pseudogene e o gene funcional 
cuja duplicagao o produziu vai sendo desgastada pelo acumulo das diversas mutagoes 
no pseudogene - ate que a correlagao de homologia nao seja mais detectavel. 

Um outro destino para as duplicagoes cromossomicas e as duas copias perma- 
necerem funcionais, mesmo divergindo na sequencia e no padrao de expressao, assu- 
mindo, assim, fungoes diferentes. Esse processo de “duplicagao e divergencia” explica 
a presenga de grandes familias de genes com fungoes relacionadas em organismos bio- 
logicamente complexos e parece ter um papel importante na evolugao do aumento da 
complexidade biologica. Uma analise dos genomas de diferentes eucariotos sugere que 
a probabilidade de um determinado gene sofrer um evento de duplicagao que seja dis- 
tribuido a quase todos os individuos em uma especie e de aproximadamente 1% a cada 
milhao de anos. 

A duplicagao de genomas inteiros oferece um exemplo especialmente critico do 
ciclo de duplicagao e divergencia. Uma duplicagao de todo o genoma pode acontecer de 
modo bem simples: necessita apenas que ocorra uma rodada de replicagao genomica na 
linhagem de uma celula germinativa, sem que ocorra a divisao celular correspondente. 
Inicialmente, o numero de cromossomos simplesmente dobra. Aumentos repentinos as¬ 
sim, que aumentam a ploidia de um organismo, sao comuns em fungos e plantas. Apos 
a duplicagao de um genoma inteiro, todos os genes estao duplicados. Porem, a menos 
que os eventos de duplicagao tenham ocorrido recentemente, para que nao haja tempo 
suficiente para alteragoes subsequentes na estrutura genomica, os resultados de uma 
serie de segmentos duplicados - que ocorreram em periodos diferentes - sao dificeis de 
distinguir do produto final da duplicagao de todo o genoma. Em mamiferos, por exem¬ 
plo, a duplicagao total do genoma versus uma serie de segmentos de DNA duplicados e 
incerta. No entanto, esta claro que uma grande parcela de duplicagoes genicas ocorreu 
em um passado distante. 

Estudos do genoma do peixe-zebra, em que pelo menos uma duplicagao de todo 
o genoma parece ter ocorrido ha centenas de milhoes de anos, forneceram alguns es- 
clarecimentos sobre os processos de duplicagao genica e divergencia. Embora muitas 
copias duplicadas dos genes do peixe-zebra paregam ter sido perdidas por mutagoes, 
uma proporgao significante - 30 a 50% - divergiu funcionalmente, porem ambas as co- 



CAPITULO 4 DNA, cromossomos e genomas 229 


Figura 4-75 Comparagao da estrutura da globina com uma e com quatro cadeias. A globina de qua- 
tro cadeias mostrada e a hemoglobina, um complexo de duas cadeias de a-globina e duas de p-globina. 

A globina de uma cadeia presente em alguns vertebrados primordiais representa um intermediario na evolu¬ 
gao da globina de quatro cadeias. Ligada ao oxigenio, ela existe como monomero; na ausencia do oxigenio, 
ela forma dfmeros. 

pias continuaram ativas. Em varios casos, a diferenga funcional mais obvia entre os ge¬ 
nes duplicados e que eles sao expressos em tecidos diferentes ou em diferentes estagios 
do desenvolvimento. Uma teoria interessante para explicar esse resultado propoe que 
mutagoes diferentes e levemente deleterias ocorreram rapidamente em ambas as copias 
de um conjunto de genes duplicados. Por exemplo, uma copia perderia a expressao em 
um determinado tecido como resultado de uma mutagao reguladora, enquanto a outra 
copia perderia a expressao em um segundo tecido. Logo apos essas ocorrencias, ambas 
as copias seriam necessarias para perfazer o total de fungoes antes providas por apenas 
um gene; portanto ambas as copias estao agora protegidas da perda por mutagoes inati- 
vadoras. Apos um longo periodo, cada copia sofreria alteragoes adicionais por meio das 
quais poderia adquirir caracteristicas novas e especializadas. 

A evolugao da famflia de genes da globina mostra como as 
duplicagoes de DNA contribuem para a evolugao dos organismos 

A familia de genes da globina e um otimo exemplo de como a duplicagao produz protei- 
nas novas, uma vez que sua historia evolutiva se desenvolveu muito bem. As semelhan- 
gas obvias nas sequencias de aminoacidos e na estrutura das globinas atuais indicam 
que elas sao derivadas de um gene ancestral comum, mesmo que algumas sejam hoje 
codificadas por genes bastante separados no genoma de mamiferos. 

E possivel reconstruir alguns dos eventos passados que produziram os varios ti- 
pos de moleculas de hemoglobina carreadoras de oxigenio, considerando as diferen¬ 
tes formas da protema em organismos localizados em posigoes diferentes da arvore da 
vida. Uma molecula como a hemoglobina era necessaria para permitir o crescimento 
de animais multicelulares a tamanhos consideraveis, uma vez que animais de grande 
porte nao podem simplesmente depender apenas de difusao do oxigenio por toda sua 
superficie corporal para oxigenar adequadamente seus tecidos. O oxigenio desempenha 
uma fungao crucial na vida de quase todos os organismos vivos, e protemas ligadoras de 
oxigenio homologas a hemoglobina sao identificadas em plantas, fungos e bacterias. Em 
animais, a molecula transportadora de oxigenio mais primitiva e uma cadeia polipepti- 
dica de globina com cerca de 150 aminoacidos encontrada em minhocas marinhas, inse- 
tos e peixes primordiais. Porem, a hemoglobina em vertebrados mais complexos e com- 
posta por dois tipos de cadeia de globina. Parece que ha 500 milhoes de anos, durante a 
evolugao continuada dos peixes, ocorreu uma serie de mutagoes e duplicagoes de genes. 
Esses eventos estabeleceram dois genes de globina levemente distintos no genoma de 
cada individuo, que codificam as cadeias de a e p-globina, que se associam e formam a 
molecula de hemoglobina, composta por duas cadeias a e duas cadeias p (Figura 4-75). 
Os quatro sitios de ligagao ao oxigenio na molecula a 2 P 2 interagem, permitindo uma al- 
teragao alosterica cooperativa na molecula, a medida que esta se liga e libera o oxigenio, 
permitindo a hemoglobina pegar e soltar o oxigenio de modo mais eficiente comparado 
a versao de globina unica. 

Mais tarde, durante a evolugao dos mamiferos, o gene da cadeia p aparentemente 
sofreu duplicagao e mutagoes, originando uma segunda cadeia p, sintetizada especifica- 
mente no feto. A molecula de hemoglobina resultante possui uma maior afinidade pelo 
oxigenio do que a hemoglobina de adultos, portanto auxilia no transporte de oxigenio 
da mae para o feto. O gene para a nova cadeia de p-globina foi subsequentemente du- 
plicado e mutado novamente, produzindo dois novos genes, s e 7 , sendo que a cadeia s 
e produzida em uma etapa mais precoce do desenvolvimento (formando ol 2 s 2 ) do que a 
cadeia fetal 7 , que forma a 2 7 2 . Uma duplicagao do gene da cadeia p adulta ocorreu ainda 
mais tarde, durante a evolugao dos primatas, produzindo o gene da 8 -globina e a menor 
forma de hemoglobina a 2 § 2 , encontrada apenas em primatas adultos (Figura 4-76). 

Cada um desses genes duplicados foi modificado por mutagoes de ponto que 
afetam propriedades da molecula final de hemoglobina e tambem por alteragoes nas 
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Figura 4-76 Esquema evolutivo para as 
cadeias da globina que transportam oxi¬ 
genio no sangue de animais. 0 esquema 
ressalta a famflia de genes do tipo p-globina. 
Uma duplicagao genica relativamente recente 
no gene 7 -cadeia produziu 7 ° e as cadeias 
tipo p fetais com fungoes identicas. A localiza- 
gao dos genes da globina no genoma humano 
e mostrada na parte superior da figura. 
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regioes reguladoras que determinam o periodo e o nivel de expressao do gene. Como 
resultado, cada globina e produzida em diferentes quantidades nas diferentes etapas do 
desenvolvimento humano. 

A historia dessas duplicagoes genicas se reflete na disposigao dos genes de he- 
moglobina no genoma. No genoma humano, os genes que surgiram a partir do gene (3 
original estao dispostos como uma serie de sequencias de DNA homologas, localizados 
em um mesmo cromossomo e com uma regiao de 50 mil pares de nucleotideos entre 
si. Um bloco semelhante dos genes da a-globina esta localizado em um cromossomo 
humano separado. Alem de outros mamiferos, as aves tambem possuem os blocos de 
genes da a- e (3-globina em cromossomos separados. Na ra Xenopus, contudo, eles estao 
juntos, sugerindo que um evento de translocagao na linhagem de aves e mamiferos pro- 
vocou a separagao dos dois blocos de genes ha cerca de 300 milhoes de anos, logo apos a 
divergencia entre nossos ancestrais e os anfibios (ver Figura 4-76). 

Existem varias sequencias de DNA da globina duplicadas nos blocos dos genes 
das a e (3-globinas que sao pseudogenes e nao genes funcionais. Esses pseudogenes sao 
similares aos genes funcionais, mas foram inativados por mutagoes que impedem sua 
expressao como protemas funcionais. A existencia desses pseudogenes deixa claro que, 
como esperado, nem toda duplicagao de DNA produz um gene funcional. 


Genes que codificam novas protefnas podem ser criados pela 
recombinagao de exons 

A importancia da duplicagao na evolugao nao esta limitada a expansao de familias geni¬ 
cas. Ela tambem pode ocorrer em escala menor, criando genes pela ligagao de pequenos 
segmentos duplicados de DNA. As protemas codificadas por genes produzidos dessa for¬ 
ma podem ser reconhecidas pela presenga de dommios proteicos similares e repetidos, 
unidos em serie por ligagao covalente. As imunoglobulinas (Figura 4-77), por exemplo, 
assim como a maioria das protemas fibrosas (como o colageno), sao codificadas por ge¬ 
nes que evoluiram pela duplicagao repetida de uma sequencia de DNA primordial. 

Nos genes que evoluiram dessa forma, e em varios outros genes, cada exon geral- 
mente codifica uma unidade de enovelamento individual da protema, ou um dommio. 
Acredita-se que a organizagao das sequencias codificadora do DNA como uma serie de 
exons separados por longos mtrons facilitou bastante a evolugao de novas protemas. 
As duplicagoes necessarias para formar um unico gene que codifica uma protema com 
dommios repetidos, por exemplo, pode ocorrer facilmente pela quebra e religagao de 
DNA em qualquer sitio dos longos mtrons dos dois lados do exon; sem mtrons, apenas 
alguns sitios do gene original da troca recombinatoria entre as moleculas de DNA pode- 
riam duplicar o dommio e nao perturba-lo. A capacidade de duplicagao por recombina- 
gao em varios sitios potenciais em vez de em uns poucos sitios aumenta a probabilidade 
de um evento de duplicagao favoravel. 

Pelas sequencias genomicas, sabemos que varias partes dos genes - tanto exons 
como elementos de regulagao - atuaram como elementos modulares, os quais foram du¬ 
plicados e se moveram pelo genoma criando a vasta diversidade de coisas vivas. Assim, 
por exemplo, diversas protemas atuais sao formadas por porgoes de dommios de origens 
diferentes, refletindo sua complexa historia evolutiva (ver Figura 3-17). 



Mutagoes neutras geralmente se difundem e tornam-se fixas em 
uma populagao, e sua probabilidade depende do tamanho da 
populagao 

Na comparagao entre duas especies que divergiram por um milhao de anos entre si, 
os individuos de cada especie que foram comparados nao afetam muito as analises. 


Figura 4-77 Visao esquematica de uma molecula de anticorpo (imunoglobulina). 

Esta molecula e um complexo de duas cadeias pesadas identicas e duas cadeias leves 
identicas. Cada cadeia pesada contem quatro dommios similares, ligados covalentemen- 
te, enquanto cada cadeia leve contem apenas dois dommios. Cada dommio e codificado 
por um exon individual separado, e todos os exons parecem ter se desenvolvido pela 
duplicagao seriada de um unico exon ancestral. 
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Por exemplo, as sequencias de DNA tipicas de humanos e de chimpanzes diferem 
cerca de 1%. Em contraste, quando a mesma regiao do genoma e analisada em dois 
seres humanos escolhidos aleatoriamente, normalmente as diferengas sao de cerca de 
0,1%. Em organismos mais distantes, as diferengas interespecies superam a variagao 
intraespecies ainda mais significativamente. Contudo, cada “diferenga fixada ,, entre 
um humano e um chimpanze (em outras palavras, cada diferenga que e agora carac¬ 
teristica de todos ou quase todos os individuos de cada especie) teve inicio a partir de 
uma mutagao em um unico individuo. Se o tamanho da populagao na qual a mutagao 
ocorreu eJV ; a frequencia do alelo inicial com a nova mutagao seria l/(2N) para um 
organismo diploide. Como uma mutagao tao rara e fixada na populagao, tornando-se 
uma caracteristica da especie e nao apenas uma caracteristica do genoma de alguns 
individuos esparsos? 

A resposta depende das consequencias funcionais da mutagao. Se a mutagao pos- 
sui um efeito prejudicial importante, sera simplesmente eliminada pela selegao de pu- 
rificagao e nao sera fixada. (Em casos mais extremos, o individuo que possui a mutagao 
morrera sem deixar descendentes.) Por outro lado, as raras mutagoes que conferem uma 
vantagem reprodutiva aos individuos que as herdam serao difundidas rapidamente na 
populagao. Como a reprodugao e sexuada no homem e a recombinagao genetica ocorre 
cada vez que um gameta e formado (discutido no Capitulo 5), o genoma de cada indi¬ 
viduo que herda a mutagao sera um mosaico unico de recombinagao herdado de va- 
rios ancestrais. A mutagao selecionada, juntamente com uma pequena quantidade de 
sequencias vizinhas - herdadas a partir daquele individuo no qual a mutagao ocorreu 
- sera simplesmente uma pega de um enorme mosaico. 

A grande maioria das mutagoes nao e prejudicial nem benefica. Essas mutagoes 
neutras tambem sao distribuidas e sao fixadas na populagao, contribuindo muito para 
alteragoes evolutivas dos genomas. Por exemplo, como visto anteriormente, tais mu¬ 
tagoes respondem pela maioria das diferengas de sequencias de DNA entre macacos e 
humanos. A difusao de mutagoes neutras na populagao nao e tao rapida como uma mu¬ 
tagao rara de efeito vantajoso. Ela depende da variagao aleatoria no numero de descen¬ 
dentes que carregam a mutagao produzidos por cada um dos individuos que possuem a 
mutagao, provocando alteragoes na frequencia relativa do alelo mutante na populagao. 
Por um tipo de processo de “passeio aleatoric 7 ; o alelo mutante pode ser extinto ou pode 
tornar-se muito comum. Esse processo pode ser moldado matematicamente para uma 
populagao de reprodugao cruzada idealizada, assumindo-se um tamanho constante 
para a populagao e acasalamento aleatorio, e uma seletividade neutra para as mutagoes. 
Mesmo que nenhuma das duas primeiras hipoteses descreva bem a historia da popu¬ 
lagao humana, o estudo do caso idealizado revela os principios gerais de modo claro e 
simples. 

Quando uma nova mutagao neutra ocorre na populagao de tamanho constante N, 
que cruza aleatoriamente entre si, a probabilidade de fixagao da mutagao e de aproxima- 
damente 1/(2 N). Isso porque existem 2 N copias do gene na populagao diploide, e cada 
copia tern uma chance igual de tornar-se a versao predominante a longo prazo. Para as 
mutagoes que foram fixadas, a matematica mostra que o periodo medio para fixagao e de 
aproximadamente 4 N geragoes. Analises detalhadas dos dados em variagao genetica su- 
gerem um tamanho de populagao ancestral de cerca de 10 mil, durante o qual o padrao 
atual de variagao genetica foi estabelecido. Com uma populagao desse tamanho, a pro¬ 
babilidade de que uma nova mutagao neutra seja fixada e pequena (1/20.000), enquanto 
o tempo medio para fixagao e da ordem de 800 mil anos (considerando um tempo de 
geragao de 20 anos). Assim, embora a populagao tenha crescido bastante desde o de- 
senvolvimento da agricultura, ha cerca de 15 mil anos, a maioria das variantes geneticas 
vistas hoje reflete variagoes ja existentes muito tempo antes disso, quando a populagao 
humana ainda era bastante pequena. 

Argumentos semelhantes explicam um outro fenomeno com implicagoes praticas 
importantes no aconselhamento genetico. Em uma comunidade isolada, descendente 
de um pequeno grupo de fundadores, como o povo da Islandia ou os judeus da Europa 
Oriental, as variantes geneticas que sao raras na populagao humana como um todo, po- 
dem muitas vezes estar presentes com alta frequencia, mesmo que essas variantes sejam 
levemente prejudiciais (Figura 4-78). 



232 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


Figura 4-78 Como o efeito do funda- 
dor determina um conjunto de varian- 
tes geneticas em uma populagao de 
indivfduos pertencentes a uma mesma 
especie. Este exemplo ilustra como um 
alelo raro ( vermelho ) pode ser fixado em 
uma populagao isolada, mesmo se a muta- 
gao que o produziu nao oferecer uma van- 
tagem seletiva - ou seja moderadamente 
prejudicial. 


Figura 4-79 Tragando o curso da his- 
toria humana por meio da analise de 
sequencias gendmicas. 0 mapa mostra 
as rotas das migragoes humanas primitivas 
que tiveram sucesso. As linhas pontilhadas 
indicam duas rotas alternativas que se 
acredita terem sido seguidas pelos nossos 
ancestrais para sair da Africa. Compara- 
goes entre sequencias de DNA sugerem 
que os europeus modernos descendem 
de uma populagao ancestral pequena. 

Em concordance, achados arqueologicos 
sugerem que as populagoes de ancestrais 
dos nativos australianos modernos (.setas 
solidas em vermelho) - e as populagoes 
modernas da Europa e Oriente Medio - 
chegaram ao seu destino cerca de 45 mil 
anos atras. Estudos mais recentes, que 
comparam as sequencias de genomas 
de humanos atuais com o genoma dos 
neandertais e de outra populagao extinta 
do extremo sul da Siberia (os denisova- 
nos), sugerem que a saida da Africa foi 
um pouco mais complicada, e tambem 
revelou que varios dos nossos ancestrais 
acasalaram com esses vizinhos hominideos 
durante sua jornada pelo globo. (Modifi- 
cada de P. Forster e S. Matsumura, Science 
308:965-966, 2005.) 
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Muito pode ser aprendido pelas analises da variagao entre os 
humanos 

Mesmo que os alelos de variantes genicas comuns entre humanos modernos tenham 
se originado de variantes presentes em um grupo relativamente pequeno de ancestrais, 
o numero total de variantes hoje encontrado, incluindo aqueles individualmente raros, 
e muito grande. Novas mutagoes neutras estao constantemente acontecendo e se acu- 
mulando, mesmo que nenhuma tenha tido tempo suficiente para ser fixada na grande 
populagao humana moderna. 

Comparagoes detalhadas de sequencias de DNA de um grande numero de huma¬ 
nos no mundo permitiram estimar quantas geragoes ocorreram desde a origem de uma 
mutagao neutra especifica. A partir desses dados, e possivel mapear as rotas de imigra- 
gao dos humanos primitivos. Por exemplo, com a combinagao desse tipo de analise ge- 
netica com achados arqueologicos, cientistas puderam deduzir as rotas mais provaveis 
que nossos ancestrais seguiram quando partiram da Africa ha 60 mil ou 80 mil anos 
(Figura 4-79). 

Estivemos focando em mutagoes que afetam um unico gene, mas essa nao e a uni- 
ca fonte de variagao. Uma outra fonte, talvez mais importante, porem ignorada por varios 
anos, reside nas duplicagoes e delegoes de grandes blocos de DNA humano. Quando 
se compara um individuo humano qualquer com o padrao de referenda da sequencia 
genomica no banco de dados, sao encontrados normalmente umas cem diferengas en- 
volvendo perda ou ganho de longos blocos de sequencias, totalizando talvez 3 milhoes 
de pares de nucleotideos. Agumas dessas variagoes no numero de copias (CNVs, copy 
number variations) serao muito comuns, provavelmente refletindo origens relativamen¬ 
te antigas, enquanto outras estarao presentes em uma pequena quantidade de pessoas 
(Figura 4-80). Em media, quase metade dos CNVs contem genes conhecidos. Os CNVs 
tern sido envolvidos em diversos tragos humanos, incluindo daltonismo, infertilidade, 
hipertensao e em uma variedade de suscetibilidades a doengas. Em retrospectiva, esse 
tipo de variagao nao causa surpresa, devido ao papel proeminente das adigoes e perdas 
de DNA na evolugao de vertebrados. 

As variagoes intraespecie mais estudadas, contudo, sao os polimorfismos de um 
unico nucleotideo (SNPs, single-nucleotide polymorphisms). Eles sao simples muta¬ 
goes de ponto na sequencia genomica em que uma grande proporgao da populagao 
humana possui um nucleotideo, enquanto outra parte substancial da populagao pos- 
sui outro. Para ser considerado um polimorfismo, as variantes devem ser suficiente- 
mente comuns para gerar uma probabilidade razoavelmente alta em que os genomas 
de dois individuos escolhidos ao acaso possam diferir no sitio determinado; uma pro- 
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babilidade de 1% e normalmente usada como ponto de corte. Dois genomas humanos, 
escolhidos aleatoriamente da populagao moderna mundial, apresentarao diferengas 
em aproximadamente 2,5 x 10 6 desses sitios (1 a cada 1.300 pares de nucleotideos). 
Como sera descrito na visao geral da genetica no Capitulo 8, os SNPs no genoma hu¬ 
mano podem ser extremamente uteis nas analises de mapeamento genetico, em que se 
tenta associar caracteristicas especificas (fenotipos) a sequencias de DNA especificas 
para fins medicos ou cientfficos (ver p. 493). Apesar de uteis como marcadores geneti- 
cos, existem fortes evidencias de que a maioria desses SNPs possui pouco ou nenhum 
efeito sobre a aptidao humana. Isso e esperado, pois as variantes prejudicial sofreriam 
selegao negativa durante a evolugao humana e seriam raras, ao contrario dos SNPs. 

Algumas sequencias raras com uma taxa de mutagao excepcionalmente alta se des- 
tacam entre os SNPs comuns herdados de nossos ancestrais pre-historicos. Um exemplo 
extremo sao as repetigoes CA, presentes por to do o genoma humano e nos genomas de 
outros eucariotos. Sequencias com o motivo (CA) n sao replicadas com fidelidade muito 
baixa, devido ao deslizamento que ocorre entre a fita-molde e a fita recem-sintetizada 
durante a replicagao, de forma que o valor de n varia muito de um genoma para o proxi¬ 
mo. Essas repetigoes formam marcadores geneticos de DNA ideais, uma vez que quase 
todos humanos sao heterozigotos, tendo herdado um comprimento de repetigoes ( n ) 
da mae e outro do pai. Enquanto os valores de n sao raramente alterados na maioria das 
transmissoes pai-filho, que propagam as repetigoes CA com fidelidade, essas alteragoes 
sao suficientes para manter um alto nivel de heterozigose na populagao. Essas e outras 
repetigoes simples que apresentam uma variabilidade muito alta fornecem as bases para 
a identificagao de individuos pela analise de DNA em investigagoes criminais, testes de 
paternidade e outras aplicagoes forenses (ver Figura 8-39). 

Enquanto a maioria dos SNPs e CNVs na sequencia do genoma humano parece 
ter pouco ou nenhum efeito no fenotipo, um subgrupo de variagoes de sequencias do 
genoma deve ser responsavel pela heranga dos aspectos da individualidade humana. 
Sabemos que mesmo a alteragao de um unico nucleotideo pode modificar um ami- 
noacido de uma proteina, o qual, por sua vez, pode causar uma grave doenga, como a 
anemia falciforme, causada por uma mutagao na hemoglobina (Animagao 4.3). Sa¬ 
bemos tambem que a dosagem do gene - a duplicagao ou a metade no numero de 
copias de alguns genes - pode ter um efeito drastico no desenvolvimento pela alte¬ 
ragao dos niveis do produto genico ou pelas alteragoes nas sequencias de regulagao 
do DNA. Existem, portanto, diversas razoes para supor que as muitas diferengas entre 
dois individuos humanos terao um efeito substancial na saude, na fisiologia, no corn- 
portamento e no fisico humanos. Um desafio crucial da genetica humana e reconhe- 
cer essas poucas variagoes funcionalmente importantes contra um enorme leque de 
variagoes neutras e sem consequencia. 


Figura 4-80 Detecgao de variagoes 
no numero de copias no cromossomo 
17 humano. Quando 100 individuos fo¬ 
ra m analisados por microarranjos de DNA, 
capazes de detectar o numero de copias 
de sequencias de DNA por todo o cro¬ 
mossomo, as distribuigoes indicadas para 
adigoes de DNA (barras verdes) e perdas 
de DNA (barras vermelhas) foram obser- 
vadas em comparagao a uma sequencia 
arbitraria humana. As barras verde e ver- 
melha mais curtas representam uma ocor- 
rencia unica em todos os 200 cromosso¬ 
mos examinados, enquanto as barras mais 
longas representam as adigoes e perdas 
mais frequentes. Os resultados mostram 
regioes preferenciais nas quais as variagoes 
acontecem, ocorrendo em regioes ou 
proximas a regioes que ja contem blocos 
de duplicagao de segmentos. Muitas das 
trocas incluem genes conhecidos. (Adap- 
tado de J.L. Freeman et al.. Genome Res. 
16:949-961, 2006. Com permissao de 
Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 
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o que nao sabemos Resumo 


• Quantos tipos diferentes de estru- 
tura de cromatina sao importantes 
para as celulas? Como cada uma 
dessas estruturas e determinada 
e mantida, e quais sao herdadas 
apos a replicagao do DNA? 

• Por que existem tantos complexos 
de remodelagem da cromatina 
diferentes nas celulas? Quais suas 
principals fungoes, e como sao co- 
locados na cromatina, em locais e 
penodos determinados? 

• Como as algas cromossomicas sao 
formadas durante a interfase, e 
o que acontece a essas algas nos 
cromossomos mitoticos conden- 
sados? 

• Que alteragoes geneticas nos tor- 
nam exclusivamente humanos? 
Que outros aspectos do nosso de- 
senvolvimento evolutivo recente 
podem ser reconstrufdos pelo se- 
quenciamento de DNA de amos- 
tras de homimdeos primitivos? 

• Quanto da enorme compexidade 
encontrada na biologia celular e 
desnecessaria, uma vez que evo- 
luiu por derivagao genetica alea- 
toria? 


Comparagdes entre sequencias nucleotidicas degenomas atuais revolucionaram nosso en- 
tendimento sobre a evolugao de genes e genomas. Devido a fidelidade extremamente alta 
dos processos de replicagao e reparo de DNA, err os aleatorios na manutengao das sequen¬ 
cias nucleotidicas ocorrem tao raramente que apenas cerca de um nucleotideo em mil e 
alterado em cada milhao de anos em uma descendencia eucaridtica espedfica. Nao nos 
surpreende, portanto, que uma comparagao entre os cromossomos de humanos e de chim- 
panzes - separados ha cerca de 6 milhoes de anos de evolugao - revelou poucas alteragoes. 
Nao so temos essencialmente os mesmos genes, como a ordem na qual eles estao dispostos 
em cada cromossomo e quase identica. Embora um numero substancial de duplicagoes 
e delegoes de segmentos tenha ocorrido nesses 6 milhoes de anos, ate mesmo posigoes de 
elementos transponweis, que constituem a maior parte do nosso DNA nao codificador, sao 
praticamente as mesmas. 

Quando comparamos os genomas de organismos com distancias evolutivas maiores 
- como humanos e camundongos, separados por cerca de 80 milhoes de anos - encontra- 
mos muito mais alteragoes. Nesse caso, os efeitos da selegao natural podem ser claramente 
vistos: pela selegao de purificagao, sequencias nucleotidicas essenciais - tanto reguladoras 
como codificador as (exons) - foram conservadas. Em contraste, sequencias nao essenciais 
(p. ex., muito do DNA dos mtrons)foram alteradas a tal ponto que nao e posswel identifi- 
car qualquer semelhanga que possam agrupa-las emfamUias. 

Devido a selegao de purificagao, a comparagao das sequencias genomicas de diver- 
sas especies relacionadas e uma maneira importante para encontrar sequencias de DNA 
com fungoes relev antes. Embora apenas cerca de 5% do genoma humano sejam conserva- 
dos como resultado da selegao de purificagao, a fungao da maioria desse DNA (milhares 
de sequencias multiespecies conservadas) permanece um misterio. Experimentos futuros 
de caracterizagao das suas fungoes devem ensinar muitas novas ligdes sobre a biologia de 
vertebrados. 

Outras comparagdes de sequencias mostram que um grande grau de complexidade 
em organismos modernos e devido a expansao defamilias genicas ancestrais. A duplica- 
gao de DNA seguida pela divergencia dessas sequencias tern sido claramente a principal 
fonte de novidades geneticas durante a evolugao. Em uma escala temporal mais recente, 
os genomas de dois individuos humanos quaisquer apresentam diferengas entre si devido 
a substitutes nucleotidicas (SNPs) e devido a heranga de adigdes e per das de DNA que 
resultam em variagoes do numero de copias genicas (CNVs). A compreensao dos efeitos 
dessas diferengas ira aperfeigoar a medicina e o nosso entendimento da biologia humana. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 


Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

4-1 As mulheres possuem 23 cromossomos diferentes, en- 
quanto os homens possuem 24. 

4-2 As quatro histonas do cerne sao protemas relativamen- 
te pequenas com uma alta proporgao de aminoacidos com 
carga positiva; essa carga positiva auxilia na forte ligagao ao 
DNA, nao importando sua sequencia nucleotidica. 

4-3 Os nucleossomos ligam o DNA tao fortemente que eles 
nao podem alterar a posigao em que foram inicialmente es- 
tabelecidos. 

4-4 Em uma comparagao entre DNAs de organismos rela- 
cionados, como humanos e camundongos, a identifcagao de 
sequencias conservadas de DNA facilita a busca por regioes 
funcionalmente importantes. 

4-5 A duplicagao e a divergencia genica parecem ter tido 
um papel fundamental no aumento da complexidade biolo- 
gica durante a evolugao. 


Discuta as questoes a seguir. 

4-6 O DNA isolado de um virus bacte- 
riano, o M13, contem 25% de A, 33% de T, 
22 % de C e 20% de G. Esses resultados lhe 
surpreendem de algum modo? Justifique 
sua resposta. Como voce poderia explicar 
esses valores? 

4-7 Um segmento de DNA do interior 
de uma fita simples e mostrado na Figu- 
ra Q4-1. Qual a polaridade desse DNA de 
cima para baixo? 

4-8 O DNA humano contem 20% de C 
em base molar. Quais as porcentagens 
molares de A, G e T? 

Figura Q4-1 Tres nucleotideos do interior de uma 
fita simples de DNA. As setas nas extremidades da 
fita de DNA indicam que a estrutura continua em 
ambas as diregoes. 
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4-9 O cromossomo 3 de orangotangos difere do cromosso- 
mo 3 de humanos por dois eventos de inversao que ocorreram 
na linhagem humana (Figura Q4-2). Desenhe o cromossomo 
intermediary que resulta da primeira inversao e indique cla- 
ramente os segmentos incluidos em cada inversao. 



Figura Q4-2 Cromossomos 3 de 
orangotangos e humanos. Blocos 
em cores diferentes indicam seg¬ 
mentos cromossomicos que sao 
homologos na sequencia de DNA. 


Orangotango Humano 

4-10 Considerando que uma fibra de cromatina de 30 nm 
contem cerca de 20 nucleossomos (200 pares de base por 
nucleossomos) por 50 nm de comprimento, calcule o grau 
de compactagao do DNA associado a esse tipo de mvel de es- 
trutura de cromatina. Que fragao da condensagao de 10 mil 
vezes que ocorre na mitose esse mvel de empacotamento 
representa? 

4-11 Em contraste a acetilagao de histonas, que sempre 
esta correlacionada a ativagao genica, a metilagao de histo¬ 
nas pode resultar na ativagao transcricional ou na repressao. 
Como voce supoe que a mesma modificagao - metilagao - 
possa promover diferentes efeitos biologicos? 

4-12 Por que um cromossomo com dois centromeros (um 
cromossomo dicentrico) e instavel? Um centromero reserva 
nao seria bom para o cromossomo, dando a ele duas chan¬ 
ces de formar o cinetocoro e se ligar aos microtubulos na 
mitose? Isso nao poderia ajudar a garantir que nenhum cro¬ 
mossomo fosse deixado para tras na mitose? 

4-1 3 Observe as duas colonias de leveduras na Figura Q4-3. 
Cada uma dessas colonias contem cerca de 100 mil celulas 
descendentes de uma unica celula, originada em algum lugar 
no meio de uma touceira. Uma colonia branca surge quando 
o gen eAde2 e expresso na sua localizagao cromossomica nor¬ 
mal. Quando o gene Ade2 e movido para um local proximo ao 
telomero, e compactado na heterocromatina e inativado na 
maioria das celulas, produzindo colonias na sua maioria ver- 
melhas. Nessas colonias essencialmente vermelhas, setores 
brancos de dispersam a partir do meio da colonia. Em ambos 
os setores, brancos e vermelhos, o gene Ade2 ainda esta lo- 
calizado proximo aos telomeros. Explique por que os setores 
brancos sao formados proximos as bordas da colonia verme- 
lha. Com base nos padroes observados, o que pode ser con- 
cluido sobre a propagagao do estado de transcrigao do gene 
Ade2 da celula-mae as celulas-filhas neste experimento? 


Telomero Telomero 


Gene Ade2 no srtio normal 

Colonia branca de 
celulas de levedura 


Gene Ade2 localizado proximo ao telomero 

Colonia vermelha de 
celulas de levedura com 
setores brancos 

Figura Q4-3 Efeito posicional na expressao do gene Ade2 de leveduras. 

0 gene Ade2 codifica uma das enzimas de biossfntese da adenosina, e a 
ausencia do produto genico leva ao acumulo de um pigmento vermelho. 
Portanto, uma colonia de celulas que expressam Ade2 e branca, e uma com- 
posta por celulas em que o gene Ade2 nao e expresso e vermelha. 

4-14 Segmentos moveis de DNA - os elementos transpo¬ 
mveis inserem-se nos cromossomos e se acumulam duran¬ 
te a evolugao, somando mais de 40% do genoma humano. 
Elementos transpomveis dos quatro tipos - elementos nu- 
cleares intercalados longos (LINEs), elementos nucleares 
intercalados curtos (SINEs), retrotransposons com repe- 
tigoes terminais longas (LTR), e transposons de DNA - sao 
inseridos quase aleatoriamente pelo genoma humano. Esses 
elementos sao visivelmente raros nos quatro blocos genicos 
de homeobox ( HoxA , HoxB, HoxC e HoxD ), como ilustrado 
para HoxD na Figura Q4-4, com uma regiao de cromossomo 
22 equivalente, que nao possui um bloco Hox. Cada bloco 
Hox tern um comprimento de cerca de 100 kb e contem de 
9 a 11 genes, cuja expressao diferencial ao longo do eixo an¬ 
teroposterior do embriao em desenvolvimento estabelece o 
piano corporal basico para humanos (e outros animais). Por 
que voce acha que os elementos transpomveis sao tao raros 
nos blocos de genes Hox ? 


Cromossomo 22 





100 kb Bloco HoxD 

Figura Q4-4 Elementos transponfveis e genes em uma regiao de 1 Mb dos 
cromossomos 2 e 22. As linhas azuis que se projetam para cima indicam 
exons de genes conhecidos. Linhas vermelhas que se projetam para baixo 
indicam elementos transponfveis; eles sao tao numerosos (constituindo mais 
de 40% do genoma humano) que quase formam um bloco solido no lado 
externo dos blocos Hox. (Adaptada de E. Lander et al., Nature 409:860-921, 
2001. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 








236 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


REFERENCES 

Gerais 

Armstrong L (2014) Epigenetics. New York: Garland Science. 

Hartwell L, Hood L, Goldberg ML et al. (2010) Genetics: From Genes to 
Genomes, 4th ed. Boston, MA: McGraw Hill. 

Jobling M, Hollox E, Hurles M et al. (2014) Human Evolutionary Genetics, 

2nd ed. New York: Garland Science. 

Strachan T & Read AP (2010) Human Molecular Genetics, 4th ed. New York: 
Garland Science. 

Estrutura e funqao do DNA 

Avery OT, MacLeod CM & McCarty M (1944) Studies on the chemical nature 
of the substance inducing transformation of pneumococcal types. J. Exp. 
Med. 79, 137-158. 

Meselson M & Stahl FW (1958) The replication of DNA in Escherichia coli. 
Proc. Natl Acad. Sci. USA 44, 671-682. 

Watson JD & Crick FHC (1953) Molecular structure of nucleic acids. 

A structure for deoxyribose nucleic acid. Nature 171,737-738. 

O DNA cromossdmico e sua compactagao na fibra de 
cromatina 

Andrews AJ & Luger K (2011) Nucleosome structure(s) and stability: 
variations on a theme. Annu. Rev. Biophys. 40, 99-117. 

Avvakumov N, Nourani A & Cote J (2011) Histone chaperones: modulators of 
chromatin marks. Mol. Cell 41, 502-514. 

Deal RB, Henikoff JG & Henikoff S (2010) Genome-wide kinetics of 
nucleosome turnover determined by metabolic labeling of histones. 

Science 328, 1161-1164. 

Grigoryev SA & Woodcock CL (2012) Chromatin organization—the 
30 nm fiber. Exp. Cell Res. 318, 1448-1455. 

Li G, Levitus M, Bustamante C & Widom J (2005) Rapid spontaneous 
accessibility of nucleosomal DNA. Nat. Struct. Mol. Biol. 12, 46-53. 

Luger K, Mader AW, Richmond RK et al. (1997) Crystal structure of the 
nucleosome core particle at 2.8 A resolution. Nature 389, 251-260. 

Narlikar GJ, Sundaramoorthy R & Owen-Hughes T (2013) Mechanisms and 
functions of ATP-dependent chromatin-remodeling enzymes. Cell 154, 
490-503. 

Song F, Chen P, Sun D et al. (2014) Cryo-EM study of the chromatin fiber 
reveals a double helix twisted by tetranucleosomal units. Science 344, 
376-380. 

Estrutura e funqao da cromatina 

Al-Sady B, Madhani HD & Narlikar GJ (2013) Division of labor between the 
chromodomains of HP1 and Suv39 methylase enables coordination of 
heterochromatin spread. Mol. Cell 51, 80-91. 

Beisel C & Paro R (2011) Silencing chromatin: comparing modes and 
mechanisms. Nat. Rev. Genet. 12, 123-135. 

Black BE, Jansen LET, Foltz DR & Cleveland DW (2011) Centromere identity, 
function, and epigenetic propagation across cell divisions. Cold Spring 
Hard. Symp. Quant. Biol. 75, 403-418. 

Elgin SCR & Reuter G (2013) Position-effect variegation, heterochromatin 
formation, and gene silencing in Drosophila. Cold Spring Hard. Perspect. 
Biol. 5, aOI 7780. 

Felsenfeld G (2014) A brief history of epigenetics. Cold Spring Hard. 

Perspect. Biol. 6 , a018200. 

Feng S, Jacobsen SE & Reik W (2010) Epigenetic reprogramming in plant and 
animal development. Science 330, 622-627. 

Filion GJ, van Bemmel JG, Braunschweig U et al. (2010) Systematic protein 
location mapping reveals five principal chromatin types in Drosophila cells. 
Cell 143, 212-224. 

Fodor BD, Shukeir N, Reuter G & Jenuwein T (2010) Mammalian Su(var) 
genes in chromatin control. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 

26, 471-501. 

Giles KE, Gowher H, Ghirlando R et al. (2010) Chromatin boundaries, 
insulators, and long-range interactions in the nucleus. Cold Spring Hard. 
Symp. Quant. Biol. 75, 79-85. 

Gohl D, Aoki T, Blanton J et al. (2011) Mechanism of chromosomal boundary 
action: roadblock, sink, or loop? Genetics 187, 731-748. 


Mellone B, Erhardt S & Karpen GH (2006) The ABCs of centromeres. Nat. Cell 
Biol. 8, 427-429. 

Morris SA, Baek S, Sung M-H et al. (2014) Overlapping chromatin¬ 
remodeling systems collaborate genome wide at dynamic chromatin 
transitions. Nat. Struct. Mol. Biol. 21,73-81. 

Politz JCR, Scalzo D & Groudine M (2013) Something silent this way forms: 
the functional organization of the repressive nuclear compartment. Annu. 
Rev. Cell Dev. Biol. 29, 241-270. 

Rothbart SB & Strahl BD (2014) Interpreting the language of histone and 
DNA modifications. Biochim. Biophys. Acta 1839, 627-643. 

Weber CM & Henikoff S (2014) Histone variants: dynamic punctuation in 
transcription. Genes Dev. 28, 672-682. 

Xu M, Long C, Chen X et al. (2010) Partitioning of histone H3-H4 tetramers 
during DNA replication-dependent chromatin assembly. Science 328, 

94-98. 

A estrutura global dos cromossomos 

Belmont AS (2014) Large-scale chromatin organization: the good, the 
surprising, and the still perplexing. Curr. Opin. Cell Biol. 26, 69-78. 

Bickmore W (2013) The spatial organization of the human genome. Annu. 
Rev. Genomics Hum. Genet. 14, 67-84. 

Callan HG (1982) Lampbrush chromosomes. Proc. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 
214,417-448. 

Cheutin T, Bantignies F, Leblanc B & Cavalli G (2010) Chromatin folding: from 
linear chromosomes to the 4D nucleus. Cold Spring Hard. Symp. Quant. 
Biol. 75, 461-473. 

Cremer T & Cremer M (2010) Chromosome territories. Cold Spring Hard. 
Perspect. Biol. 2, a003889. 

Lieberman-Aiden E, van Berkum NL, Williams L et al. (2009) Comprehensive 
mapping of long-range interactions reveals folding principles of the human 
genome. Science 326, 289-293. 

Maeshima K & Laemmli UK (2003) A two-step scaffolding model for mitotic 
chromosome assembly. Dev. Cell 4, 467-480. 

Moser SC & Swedlow JR (2011) How to be a mitotic chromosome. 
Chromosome Res. 19, 307-319. 

Nizami ZF, Deryusheva S & Gall JG (2010) Cajal bodies and histone locus 
bodies in Drosophila and Xenopus. Cold Spring Hard. Symp. Quant. Biol. 

75, 313-320. 

Zhimulev IF (1997) Polytene chromosomes, heterochromatin, and position 
effect variegation. Adv. Genet. 37, 1-566. 

Como os genomas evoluem 

Batzer MA & Deininger PL (2002) Alu repeats and human genomic diversity. 
Nat. Rev. Genet. 3, 370-379. 

Feuk L, Carson AR & Scherer S (2006) Structural variation in the human 
genome. Nat. Rev. Genet. 7, 85-97. 

Green RE, Krause J, Briggs AW et al. (2010) A draft sequence of the 
Neandertal genome. Science 328, 710-722. 

International Human Genome Sequencing Consortium (2001) Initial 
sequencing and analysis of the human genome. Nature 
409, 860-921. 

International Human Genome Sequencing Consortium (2004) Finishing the 
euchromatic sequence of the human genome. Nature 
431,931-945. 

Kellis M, Wold B, Snyder MP et al. (2014) Defining functional DNA elements 
in the human genome. Proc. Natl Acad. Sci. USA 
111,6131-6138. 

Lander ES (2011) Initial impact of the sequencing of the human genome. 
Nature 470, 187-197. 

Lee C & Scherer SW (2010) The clinical context of copy number variation in 
the human genome. Expert Rev. Mol. Med. 12, e8. 

Mouse Genome Sequencing Consortium (2002) Initial sequencing and 
comparative analysis of the mouse genome. Nature 420, 520-562. 

Pollard KS, Salama SR, Lambert N et al. (2006) An RNA gene expressed 
during cortical development evolved rapidly in humans. Nature 443, 
167-172. 



Replicagao, reparo e 
recombinagao do DNA 


CAPITULO 

5 


A capacidade das celulas de manter um alto grau de organizagao em um ambiente ca- 
otico depende da duplicagao exata de grandes quantidades de informagao genetica ar- 
mazenadas na forma quimica de DNA. Esse processo, denominado replicagao do DNA, 
deve ocorrer antes de a celula produzir duas celulas-filhas geneticamente iguais. A ma- 
nutengao da ordem tambem requer a vigilancia continua e o reparo dessa informagao 
genetica, uma vez que o DNA contido na celula e repetidamente danificado por com- 
postos quimicos e radiagao oriundos do ambiente, por acidentes termicos e por mole- 
culas reativas. Neste capitulo, descrevemos as maquinarias proteicas responsaveis pela 
replicagao e pelo reparo do DNA nas celulas. Essas maquinarias catalisam alguns dos 
processos mais rapidos e precisos que ocorrem na celula, e seus mecanismos ilustram a 
elegancia e a eficiencia da quimica celular. 

Enquanto a sobrevivencia de curto prazo de uma celula depende da sua capacida¬ 
de de prevenir alteragoes no seu DNA, a sobrevivencia em longo prazo de uma especie 
requer que as sequencias de DNA sofram alteragoes ao longo de geragoes, a fim de per- 
mitir a adaptagao evolutiva a circunstancias dinamicas. Veremos que, apesar do grande 
esforgo da celula para proteger seu DNA, alteragoes ocasionais na sequencia aconte- 
cem. Com o passar do tempo, essas alteragoes produzem variagoes geneticas sujeitas a 
pressao seletiva durante a evolugao dos organismos. 

Comegaremos este capitulo com uma breve discussao sobre as alteragoes que 
ocorrem no DNA conforme ele vai sendo transmitido de geragao em geragao. A seguir, 
discutiremos os mecanismos celulares - replicagao e reparo do DNA - responsaveis por 
minimizar essas alteragoes. Finalmente, iremos considerar algumas das vias mais fasci- 
nantes que alteram as sequencias de DNA - especialmente aquelas de recombinagao do 
DNA que incluem o movimento, nos cromossomos, de sequencias especiais denomina- 
das elementos transpomveis. 

MANUTENCAO DAS SEQUENCIAS DE DNA 

Como mencionado anteriormente, embora alteragoes geneticas ocasionais aumentem 
a sobrevivencia em longo prazo de uma especie durante a evolugao, a sobrevivencia de 
um individuo necessita de alto grau de estabilidade genetica. Raramente os processos de 
manutengao do DNA celular falham, resultando em uma alteragao permanente no DNA. 
Tal alteragao e chamada de mutagao, podendo destruir um organismo se ocorrer em 
uma posigao vital na sequencia do DNA. 

As taxas de mutagao sao extremamente baixas 

A taxa de mutagao, isto e, a proporgao na qual alteragoes acontecem nas sequencias 
de DNA, pode ser determinada diretamente a partir de experimentos realizados em 
uma bacteria como Escherichia coli - um componente da nossa flora intestinal e um 
organismo muito utilizado em laboratories (ver Figura 1-24). Em condigoes de labora¬ 
tory, a E. coli divide-se aproximadamente a cada 30 minutos, e uma unica celula pro- 
duz uma populagao bastante grande - varios bilhoes - em menos de um dia. Em uma 
populagao assim, e possivel detectar uma pequena proporgao de bacterias que tenham 
sofrido uma mutagao prejudicial em um determinado gene, se este gene nao for ne- 
cessario a sobrevivencia dessas bacterias. Por exemplo, a taxa de mutagao de um gene 
especificamente necessario para utilizagao do agucar lactose como fonte de energia 
pode ser determinada pelo crescimento das celulas na presenga de um agucar diferen- 
te, como glicose, testando-as, a seguir, para verificar quantas dessas celulas perderam 
a capacidade de sobreviver em uma dieta sem lactose. A fragao de genes danificados 
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e subestimada em relagao a taxa de mutagao real, uma vez que varias mutagoes sao 
silenciosas (p. ex., as mutagoes que alteram um codon, mas nao o aminoacido codifica- 
do, ou aquelas que alteram o aminoacido, sem afetar a atividade da protema codificada 
pelo gene). Estima-se que um unico gene que codificadores uma protema de tamanho 
medio (~10 3 pares de nucleotideos codificadores), apos o ajuste para alteragoes silen¬ 
ciosas, sofra uma mutagao (nao necessariamente uma mutagao que inative a protema) 
a cada 10 6 geragoes de celulas bacterianas aproximadamente. Em outras palavras, as 
bacterias apresentam uma taxa de mutagao de aproximadamente tres alteragoes de 
nucleotideo a cada 10 10 nucleotideos por geragao. 

Recentemente, tornou-se possivel medir diretamente a taxa de mutagao em 
celulas germinativas de organismos mais complexos, com reprodugao sexual, como 
os humanos. Nesse caso, os genomas completos de uma familia - progenitores e 
descendentes - foram sequenciados de forma direta, e uma comparagao meticulosa 
revelou que aproximadamente 70 novas mutagoes de um nucleotideo surgiram nas 
celulas germinativas de cada descendente. Normalizada para o tamanho do genoma 
humano, a taxa de mutagao e um nucleotideo alterado por 10 8 nucleotideos por gera¬ 
gao humana. Essa taxa e levemente subestimada, porque algumas mutagoes sao le- 
tais e, portanto, estarao ausentes na prole; mas, como uma quantidade relativamente 
pequena do genoma humano carrega informagao essencial, essa consideragao tern 
um efeito muito pequeno na taxa de mutagao real. Estima-se que ocorram aproxi¬ 
madamente cem divisoes celulares na linhagem germinativa desde o momento da 
concepgao ate o momento da produgao de ovulos e espermatozoides que produzirao 
a proxima geragao. Assim, a taxa de mutagao humana, expressa em termos de divi¬ 
soes celulares (em vez de geragoes humanas), e de aproximadamente 1 mutagao/10 10 
nucleotideos/divisao celular. 

Embora a E. coli e humanos sejam extremamente diferentes em seus modos de 
reprodugao e tempos de geragao, quando as taxas de mutagao de cada um sao norma- 
lizadas para um ciclo de replicagao do DNA, ambos sao extremamente baixos e diferem 
entre si por um fator de tres. Veremos mais adiante que os mecanismos basicos que ga- 
rantem essas baixas taxas de mutagao sao conservados desde os primordios da historia 
das celulas na Terra. 

Taxas de mutagao baixas sao necessarias a vida que conhecemos 

Como a maioria das mutagoes e prejudicial, nenhuma especie pode permitir seu acu- 
mulo em altas taxas nas celulas germinativas. Apesar de a frequencia observada de mu¬ 
tagao ser baixa, ela parece limitar o numero de protemas essenciais que cada organismo 
necessita em uns 30 mil. Mais que isso, e a probabilidade de que pelo menos um com- 
ponente critico venha a sofrer uma mutagao prejudicial torna-se dramaticamente alta. 
Por esse mesmo argumento, uma frequencia de mutagao dez vezes maior limitaria um 
organismo a cerca de 3 mil genes essenciais. Nesse caso, a evolugao estaria limitada a 
organismos bem menos complexos que a mosca-das-frutas. 

As celulas de um animal ou planta com reprodugao sexual sao de dois tipos: celu¬ 
las germinativas e celulas somaticas. As celulas germinativas transmitem a informagao 
genetica do progenitor aos seus descendentes; as celulas somaticas formam o corpo do 
organismo (Figura 5-1). Vimos que as celulas germinativas devem ser protegidas contra 
as altas taxas de mutagao para a manutengao da especie. Por outro lado, as celulas soma¬ 
ticas de organismos multicelulares tambem devem ser protegidas de alteragoes geneti- 
cas para manter a estrutura do corpo organizada e correta. As alteragoes nucleotidicas 
em celulas somaticas podem gerar celulas variantes, algumas das quais, pela selegao 
natural "local” proliferam-se rapidamente as custas do resto do organismo. Em casos 
extremos, o resultado e a proliferagao celular descontrolada conhecida como cancer, 
uma doenga que causa mais de 20% das mortes de seres humanos a cada ano (na Euro- 
pa e America do Norte). Essas mortes sao, em grande parte, provocadas pelo acumulo 
de alteragoes na sequencia de DNA das celulas somaticas, como discutido no Capitulo 
20. E provavel que um aumento significativo da frequencia de mutagao cause um desas- 
troso aumento na incidencia de cancer pela aceleragao da taxa de surgimento dessas 
celulas variantes. Assim, tanto para a perpetuagao de especies com um grande numero 
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Figura 5-1 As celulas da linhagem 
germinativa e as celulas somaticas 
realizam fungoes fundamentalmente 
diferentes. Em organismos de reprodugao 
sexuada, as celulas germinativas (em ver- 
melho) transmitem a informagao genetica 
a proxima geragao. As celulas somaticas 
(em azul), que formam o corpo do orga- 
nismo, sao necessarias a sobrevivencia das 
celulas germinativas, porem nao deixam 
nenhuma progenie. 


de genes (estabilidade das celulas germinativas) quanto para evitar o cancer resultante 
de mutagoes nas celulas somaticas (estabilidade das celulas somaticas), os organismos 
multicelulares, incluindo os humanos, dependem da admiravel fidelidade pela qual as 
sequencias de DNA sao replicadas e mantidas. 

Resumo 

Em todas as celulas, as sequencias de DNA sao mantidas e replicadas com alta fidelida¬ 
de. A taxa de mutagao, de aproximadamente 1 nucleotideo alterado por 10 10 nucleotideos 
cada vez que o DNA e replicado, e praticamente a mesma em organismos tao diferentes 
como bacterias e seres humanos. Devido a essa impressionate precisao, a sequencia do 
genoma humano (aproximadamente 3,2 x 10 9 pares de nucleotideos) permanece inalte- 
rada ou altera-se apenas por alguns poucos nucleotideos a cada vez que uma celula Hu¬ 
mana tipica se divide. Isso permite que a maioria dos seres humanos transmita instrugoes 
geneticas precisas de uma geragao a outra e tambem evita que as alteragoes nas celulas 
somaticas originem um cancer. 

MECANISMOS DE REPLICAgAO DO DNA 

Todos os organismos duplicam seu DNA com extrema precisao antes de cada divisao 
celular. Nesta segao, exploramos como uma “maquinaria de repl^g^o"' tao elaborada 
atinge essa precisao ao mesmo tempo em que duplica o DNA a taxas altissimas de ate 
mil nucleotideos por segundo. 

0 pareamento de bases fundamenta a replicagao e o reparo do 
DNA 

Como discutido brevemente no Capitulo 1, o uso de um DNA-molde e o processo pelo 
qual a sequencia de nucleotideos de uma fita e copiada em uma sequencia complemen- 
tar de DNA (Figura 5-2). Esse processo exige a separagao da helice de DNA em duas 
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Figura 5-2 A dupla-helice de DNA 
atua como um molde para sua propria 
duplicagao. Como o nucleotideo A forma 
um par apenas com T, e G apenas com 
C, cada fita do DNA pode atuar como 
molde para determinar a sequencia de 
nucleotideos da sua fita complementar 
pelo pareamento das bases do DNA. Desse 
modo, a molecula de DNA de fita dupla e 
copiada com precisao. 
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fitas-molde e implica no reconhecimento, de cada nucleotideo nas fitas-molde de DNA, 
por um nucleotideo complementar livre (nao polimerizado). Essa separagao expoe os 
grupos doador e aceptor das ligagoes de hidrogenio em cada base do DNA, permitindo o 
pareamento com o nucleotideo livre a ser incorporado e alinhando-o para a polimeriza- 
gao catalisada pela enzima na nova cadeia de DNA. 

A primeira enzima que polimeriza nucleotideos, a DNA-polimerase, foi descober- 
ta em 1957. Os nucleotideos livres que servem como substratos para essa enzima sao 
desoxirribonucleosideos trifosfato, e sua polimerizagao requer um molde de DNA de fita 
simples. As Figuras 5-3 e 5-4 ilustram os detalhes dessa reagao. 

A forquilha de replicagao de DNA e assimetrica 

Durante a replicagao do DNA na celula, cada uma das duas fitas originais atua como um 
molde para a formagao de uma fita inteiramente nova. Como cada uma das duas celulas- 
-filhas resultantes da divisao celular herda uma nova dupla-helice de DNA formada por 
uma fita original e uma fita nova (Figura 5-5), diz-se que a replicagao da dupla-helice de 
DNA e produzida de forma “semiconservativa” Como isso acontece? 
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Figura 5-3 Quimica da sintese de DNA. A adigao de um desoxirribonucleotideo a extremidade 3' de uma ca¬ 
deia polinucleotidica (fita iniciadora) e a reagao fundamental da sintese do DNA. Como mostrado, o pareamento 
das bases entre o desoxirribonucleosideo trifosfato a ser incorporado e uma fita de DNA existente ( fita-molde) 
determina a formagao da nova fita de DNA, resultando na sequencia de nucleotideos complementares. A ma- 
neira pela qual os pares de bases complementares interagem e mostrada na Figura 4-4. 
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Figura 5-4 A sintese de DNA catalisada pela DNA-polimerase. (A) A DNA-polimerase catalisa a adigao sequencial de um desoxirribonucleotf- 
deo a extremidade 3'-OH de uma cadeia polinucleotfdica, a fita iniciadora crescente que esta pareada a um fita-molde ja existente. A fita de DNA 
recem-sintetizada e, entao, polimerizada na diregao 5'-3', como mostrado tambem na figura anterior. Como cada desoxirribonucleosideo trifosfato 
deve formar par com a fita-molde para ser reconhecido pela DNA-polimerase, essa fita determina qual dos quatro desoxirribonucleotfdeos pos- 
sfveis (A, C, G ou T) sera adicionado. A reagao e promovida por uma grande alteragao favoravel da energia livre causada pela liberagao do piro- 
fosfato e sua subsequente hidrolise em duas moleculas de fosfato inorganico. (B) Estrutura da DNA-polimerase complexada ao DNA (em laranja), 
determinada por cristalografia de raios X (Animagao 5.1). A fita-molde de DNA e a fita longa, e a fita recem-sintetizada e a curta. (C) Diagrama 
esquematico da DNA-polimerase baseada na estrutura mostrada em (B). A geometria adequada do pareamento de bases dada pelo desoxirribo¬ 
nucleosideo trifosfato a ser incorporado provoca um ajuste da polimerase em torno do par de base, iniciando a reagao de adigao do nucleotfdeo 
(parte do meio do diagrama [C]). A dissociagao do pirofosfato relaxa a polimerase, permitindo a translocagao do DNA em um nucleotfdeo de modo 
que o sftio ativo da polimerase fica pronto para receber o proximo desoxirribonucleosideo trifosfato. 


Analises realizadas no imcio da decada de 1960 usando cromossomos em replica¬ 
gao revelaram uma regiao de replicagao localizada que se deslocava progressivamente 
pela dupla-helice de DNA parental. Em razao de sua estrutura em forma de "Y” essa re¬ 
giao de replicagao ativa e chamada de forquilha de replicagao (Figura 5-6). Na forqui- 
lha de replicagao, um complexo multienzimatico que contem a DNA-polimerase sinteti- 
za o DNA das duas fitas novas. 

Inicialmente, o mecanismo mais simples para a replicagao do DNA parecia ser 
o crescimento continuo das duas fitas, nucleotideo a nucleotideo, na forquilha de re¬ 
plicagao, a medida que esta se desloca de uma extremidade a outra de uma mole- 
cula de DNA. No entanto, devido a orientagao antiparalela das duas fitas de DNA na 
dupla-helice (ver Figura 5-2), esse mecanismo necessitaria que uma das fitas fosse 
polimerizada na diregao 5'-3' e a outra na diregao 3'-5'. Uma forquilha desse tipo re- 
quer duas enzimas DNA-polimerase diferentes. Entretanto, apesar de ser um modelo 
atraente, as DNA-polimerases nas forquilhas de replicagao somente podem sintetizar 
na diregao 5'-3'. 

Como ocorre o crescimento de uma fita de DNA na diregao 3'-5'? A resposta foi 
primeiramente sugerida por resultados de experimentos realizados no final da decada 
de 1960. Os pesquisadores adicionaram 3 H-timidina, altamente radioativa, a bacterias 
em divisao por alguns segundos, de maneira que apenas o DNA replicado mais recen- 
temente - aquele logo atras da forquilha de replicagao - fosse marcado radioativamen- 
te. Esse experimento revelou a existencia de segmentos transitorios com 1.000 a 2.000 
nucleotideos de comprimento, geralmente conhecidos como fragmentos de Okazaki , 
presentes na forquilha de replicagao crescente. (Segmentos intermediaries similares fo- 
ram encontrados mais tarde na replicagao de eucariotos, porem com apenas 100 a 200 














242 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


i 


REPLICAgAO 


A 
% % 

i 4 
4 i 

REPLICAgAO 

4444 

iiii 

'' N REPLICAgAO 

S\ fX 

liilllli 


Figura 5-5 Natureza semiconservativa da replicagao do DNA. Em um evento de re¬ 
plicagao, cada uma das duas fitas de DNA e usada como molde para a formagao de uma 
fita complementar. As fitas originais permanecem intactas por varias geragoes celulares. 


nucleotideos de comprimento.) Foi demonstrado que os fragmentos de Okazaki sao po- 
limerizados apenas na cadeia de diregao 5'-3' e sao unidos apos sua smtese, formando 
longas cadeias de DNA. 

Assim, a forquilha de replicagao possui uma estrutura assimetrica (Figura 5-7). 
A fita-filha de DNA sintetizada continuamente e denominada flta-Uder, ou fita conti- 
nua. Sua smtese precede levemente a smtese da fita-filha sintetizada de modo descon- 
tinuo, conhecida como fita retardada, ou fita descontinua. Na fita retardada, a diregao 
da polimerizagao dos nucleotideos e oposta a diregao do crescimento da cadeia de DNA. 
A smtese dessa fita pelo mecanismo descontinuo e “ao contrario” significa que apenas o 
tipo de DNA-polimerase 5' para 3' e utilizado na replicagao de DNA. 

A alta fidelidade da replicagao do DNA requer diversos 
mecanismos de corregao 

Como discutido no inicio deste capitulo, a fidelidade da copia do DNA durante a repli¬ 
cagao e tao grande que apenas cerca de um erro e cometido para cada 10 10 nucleotideos 
copiados. Essa fidelidade e muito maior do que se poderia esperar com base na pre- 
cisao do pareamento complementar entre as bases. O pareamento complementar pa- 
drao (ver Figura 4-4) nao e o unico possivel. Por exemplo, com pequenas alteragoes na 
geometria da helice, duas ligagoes de hidrogenio podem ser formadas entre G e T no 
DNA. Alem disso, formas tautomericas raras das quatro bases do DNA ocorrem tempo- 
rariamente em proporgoes de uma parte para 10 4 ou 10 5 . Essas formas podem parear 
erroneamente sem alterar a geometria da helice: a forma tautomerica rara de C forma 
par com A em vez de G, por exemplo. 

Se a DNA-polimerase nao fizesse nada quando um pareamento errado ocorresse 
entre o DNA-molde e o desoxirribonucleotideo recem-polimerizado, o nucleotideo erra¬ 
do seria incorporado a cadeia nascente de DNA, produzindo mutagoes frequentes. A alta 
fidelidade da replicagao do DNA depende, dessa forma, nao apenas do pareamento en¬ 
tre as bases complementares, mas tambem de varios mecanismos de “corregao” que 
atuam de forma sequencial para corrigir qualquer pareamento incorreto que possa ter 
ocorrido. 



Figura 5-6 Duas forquilhas de replica¬ 
gao movem-se em diregoes opostas em 
um cromossomo circular. Uma zona de 
replicagao ativa move-se progressivamente 
sobre a molecula de DNA em replicagao, 
criando uma estrutura em forma de "Y", 
conhecida como forquilha de replicagao: 
os dois bragos do Y sao as duas moleculas- 
-filhas de DNA, e 0 tronco do Y e a helice 
de DNA parental. Neste diagrama, as 
fitas parentais estao em laranja, e as fitas 
recem-sintetizadas estao em vermelho. 
(Micrografia cortesia de Jerome Vinograd.) 
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Figura 5-7 Estrutura de uma forquilha de replicagao de DNA. A esquerda, uma forquilha de replicagao 
com DNA recem-sintetizado em vermelho ; as setas indicam a diregao 5'-3' da sfntese do DNA. Como as duas 
fitas-filhas de DNA sao polimerizadas na diregao 5'-3', o DNA sintetizado na fita retardada deve ser feito inicial- 
mente em uma serie de pequenos segmentos de DNA, os fragmentos de Okazaki, chamados assim por causa do 
cientista que os descobriu. A direita, a mesma forquilha pouco tempo depois. Na fita retardada, os fragmentos 
de Okazaki sao sintetizados em sequencia, sendo os mais proximos a forquilha os fragmentos de sfntese mais 
recente. 


A DNA-polimerase realiza a primeira etapa da corregao e ocorre imediatamente 
antes da adigao covalente de um novo nucleotideo a cadeia crescente. Nosso conheci- 
mento sobre esse mecanismo veio de estudos em diferentes DNA-polimerases, incluindo 
uma produzida por um virus de bacteria, chamado T7, que se replica dentro da bacteria 
E. coli. O nucleotideo correto tern uma maior afinidade pela polimerase em movimen- 
to em comparagao ao incorreto, porque o pareamento correto e energeticamente mais 
favoravel. Alem disso, apos a ligagao do nucleotideo, mas antes da sua ligagao covalente 
a cadeia crescente, a enzima precisa sofrer uma alteragao conformacional que promove 
um ajuste desse “encaixe” em torno do sitio ativo (ver Figura 5-4). Como essa alteragao 
ocorre mais prontamente com o pareamento correto do que com o incorreto, a poli¬ 
merase pode verificar novamente a geometria exata do pareamento de bases antes de 
catalisar a adigao do novo nucleotideo. Nucleotideos pareados de forma incorreta sao 
mais dificeis de serem adicionados e, portanto, difundem-se mais prontamente no meio, 
antes que a polimerase possa adiciona-los de modo errado. 

A proxima reagao de corregao de erro, conhecida como corregao exonucleolitica, 
ocorre imediatamente apos os raros casos em que um nucleotideo incorreto e covalen- 
temente adicionado a cadeia crescente. As DNA-polimerases sao altamente especificas 
para os tipos de cadeias de DNA que alongam: elas necessitam de um pareamento de 
bases previamente formado, com extremidade 3'-OH, de uma fita iniciadora (inicia- 
dor) (ver Figura 5-4). Essas moleculas de DNA com um malpareamento (pareamento 
improprio) de nucleotideos na extremidade 3'-OH da fita iniciadora nao servem como 
molde eficiente porque a polimerase tern dificuldades em alongar a fita. As moleculas 
de DNA-polimerase corrigem essas fitas iniciadoras com pareamentos incorretos por 
um sitio catalitico separado (em uma subunidade separada ou em um dominio separa- 
do da molecula, dependendo da polimerase). Essa exonuclease de corregao de erro 3'-5' 
remove qualquer nucleotideo nao pareado ou mal pareado na extremidade do inicia- 
dor, continuando ate que um numero suficiente de nucleotideos tenha sido removido, e 
dai regenerar uma extremidade terminal 3'-OH corretamente pareada capaz de iniciar 
a sintese de DNA. Dessa forma, a DNA-polimerase atua como uma enzima de "autocor- 
regao” que remove seus proprios erros de polimerizagao conforme se desloca pelo DNA 
(Figuras 5-8 e 5-9). 

As propriedades de autocorregao da DNA-polimerase dependem da sua exigencia 
em ter um iniciador perfeitamente pareado na extremidade, porque aparentemente nao 
e possivel para esse tipo de enzima iniciar uma sintese de novo, sem um iniciador pre- 
existente. Por outro lado, as enzimas RNA-polimerases envolvidas na transcrigao genica 
nao necessitam de uma atividade de corregao exonucleolitica eficiente: os erros na sinte- 
se de RNA nao sao passados para a proxima geragao, e as moleculas de RNA com defeitos 


Figura 5-8 Corregao exonucleolitica pela DNA-polimerase durante a replicagao 

do DNA. Neste exemplo, um C e incorporado acidentalmente a extremidade 3'-0H 
da cadeia crescente de DNA. A porgao da DNA-polimerase que remove o nucleotideo 
incorreto e um componente especializado de uma grande classe de enzimas, conhecidas 
como exonudeases, que clivam nucleotideos, um a um, a partir de uma das extremidades 
de polinucleotfdeos. 
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recem-sintetizado 


POLIMERIZAgAO EDigAO 

Figura 5-9 Edigao pela DNA-polimerase. DNA-polimerase complexada com o DNA-molde no modo de poli¬ 
merizagao (a esquerda) e no modo de edigao (a direita). Os sftios cataliticos para as reagoes de exonuclease (E) e 
polimerizagao (P) estao indicados. No modo de edigao, o DNA recem-sintetizado temporariamente se dissocia do 
molde e entra no sftio de edigao onde o ultimo nucleotideo adicionado e cataliticamente removido. 

ocasionais nao tem maior relevancia. As RNA-polimerases sao capazes de iniciar novas 
cadeias polinucleotidicas sem um iniciador. 

Uma taxa de erros de aproximadamente um em cada 10 4 e encontrada tanto na 
smtese de RNA como em um processo separado, a tradugao de sequencias de RNA men- 
sageiro (mRNA) em sequencias proteicas. Essa proporgao de erros e mais de 100 mil ve- 
zes maior comparada a replicagao de DNA, em que, como ja vimos, uma serie de meca¬ 
nismos de corregao torna o processo extraordinariamente preciso (Tabela 5-1). 

Apenas a replicagao do DNA na diregao 5'-3' permite corregao 
eficiente de erros 

A necessidade da alta precisao provavelmente explica por que a replicagao do DNA 
ocorre apenas na diregao 5'-3'. Caso existisse uma DNA-polimerase capaz de adicio- 
nar desoxirribonucleosideos trifosfatos na diregao 3'-5', a propria extremidade 5' da 
cadeia, em vez do mononucleotideo a ser incorporado, teria que fornecer o trifosfato 
ativado necessario a ligagao covalente. Nesse caso, os erros na polimerizagao nao po- 
deriam ser simplesmente hidrolisados, pois a extremidade 5' da cadeia assim formada 
imediatamente terminaria a smtese de DNA (ver Figura 5-3). Portanto, a corregao de 
uma base mal pareada e possivel apenas se esta for adicionada a extremidade 3' da 
cadeia de DNA. Embora o mecanismo de replicagao da fita retardada parega comple- 
xo, ele preserva a diregao de polimerizagao 5'-3' necessaria a atividade de corregao 
exonucleolitica. 

Apesar dos mecanismos para preservar o DNA contra erros de replicagao, as DNA- 
-polimerases eventualmente cometem erros. Entretanto, como veremos mais adiante, as 
celulas tem uma outra oportunidade de corrigir esses erros por um processo chamado 
de reparo de pareamento incorreto. Antes de discutirmos esse mecanismo, descrevere- 
mos os outros tipos de protemas que atuam na forquilha de replicagao. 


Q As tres etapas que originam a smtese de DNA de alta fidelidade 

Etapa de replicagao 

Erros por nucleotideo adicionado 

Polimerizagao 5'—>3' 

1 a cada 10 5 

Corregao exonucleolitica 3'—>5' 

1 a cada 10 2 

Reparo de pareamento incorreto 

1 a cada 10 3 

Combinagao 

1 a cada 10 10 


A terceira etapa, reparo de pareamento incorreto, sera discutida mais adiante neste capitulo. Na etapa da poli¬ 
merizagao, os "erros por nucleotideo adicionado" descrevem a probabilidade de um nucleotideo incorreto ser 
adicionado a cadeia crescente; nas outras duas etapas, descrevem a probabilidade de um erro nao ser corrigido. 
Cada etapa, portanto, reduz a chance de um erro final pelo fator mostrado. 
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Figura 5-10 Smtese do iniciador de RNA. Ilustragao esquematica da reagao catalisada 
pela DNA-primase, a enzima que sintetiza os pequenos iniciadores de RNA produzidos na 
fita retardada, usando DNA como molde. Ao contrario da DNA-polimerase, essa enzima 
pode iniciar uma nova cadeia polinucleotidica pela ligagao de dois nucleosideos trifosfato. 

A primase sintetiza uma pequena cadeia polinucleotidica na diregao 5'-3' e para, deixan- 
do a extremidade 3' do iniciador disponfvel para a DNA-polimerase. 

Uma enzima especial de polimerizagao de nucleotideos 
sintetiza pequenas moleculas de iniciadores de RNA na fita 
retardada 

Na fita-lider, apenas um iniciador e necessario para o inicio da replicagao: uma vez 
que a forquilha de replicagao esteja estabelecida, a DNA-polimerase e continuamente 
apresentada a extremidade da cadeia com o pareamento ao qual ira adicionar novos 
nucleotideos. No lado descontinuo da forquilha, por outro lado, cada vez que a DNA- 
-polimerase completa um pequeno fragmento de Okazaki (o que leva alguns segundos), 
ela deve novamente iniciar a smtese de um fragmento completamente novo em um si- 
tio mais adiante na fita-molde (ver Figura 5-7). Um mecanismo especial produz uma 
fita iniciadora complementar necessaria a DNA-polimerase. Esse mecanismo depende 
de uma enzima chamada de DNA-primase, que utiliza ribonucleosideos trifosfato para 
sintetizar pequenos iniciadores de RNA na fita retardada (Figura 5-10). Nos eucariotos, 
esses iniciadores possuem cerca de 10 nucleotideos e sao produzidos em intervalos de 
100 a 200 nucleotideos na fita retardada. 

A estrutura quimica do RNA foi apresentada no Capitulo 1, sendo descrita em de- 
talhes no Capitulo 6. Aqui, salientamos apenas que o RNA, em estrutura, e muito se- 
melhante ao DNA. Uma fita de RNA pode formar pares de bases com uma fita de DNA, 
produzindo uma dupla-helice hibrida DNA-RNA, se as duas sequencias forem comple- 
mentares entre si. Assim, a smtese dos iniciadores de RNA e regida pelo mesmo principio 
de moldes usado para sintetizar DNA. Como o iniciador de RNA contem um nucleo- 
tideo corretamente pareado com um grupo 3'-OH em uma extremidade, ele pode ser 
estendido pela DNA-polimerase a partir dessa extremidade, iniciando um fragmento de 
Okazaki. A smtese de cada fragmento de Okazaki termina quando a DNA-polimerase 
encontra o iniciador de RNA ligado a extremidade 5' do fragmento anterior. Para produ- 
zir uma cadeia continua de DNA a partir de varios fragmentos na fita retardada, um sis- 
tema especial de reparo atua rapidamente para retirar o iniciador de RNA e substitui-lo 
por DNA. A seguir, uma enzima chamada de DNA-ligase liga a extremidade 3' do novo 
fragmento de DNA a extremidade 5' do fragmento anterior, completando o processo (Fi- 
guras 5-11 e 5-12). 

Por que um iniciador de RNA, que necessita ser removido, e preferivel no lugar 
de um iniciador de DNA, que nao teria a necessidade de remogao? O argumento de 
que uma polimerase autocorretiva nao seria capaz de iniciar cadeias de novo tambem 
implica o contrario: uma enzima que inicia cadeias de modos diferentes nao pode ser 
eficiente em autocorregao. Entao, qualquer enzima que inicie a smtese de um frag¬ 
mento de Okazaki necessariamente produz uma copia relativamente imprecisa (no 
minimo, 1 erro a cada 10 5 ). Mesmo que as copias mantidas no produto final somas- 
sem apenas cerca de 5% do genoma total (p. ex., 10 nucleotideos por fragmento de 
DNA com 200 nucleotideos), haveria um enorme aumento na taxa de mutagao. Dessa 
forma, parece que a utilizagao do RNA e nao do DNA como iniciador traz uma grande 
vantagem para a celula: os ribonucleotideos do iniciador automaticamente marcam 
essas sequencias como “copias suspeitas" para que sejam de maneira eficiente remo- 
vidas e substituidas. 
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Figura 5-11 A sintese de um dos varios fragmentos de DNA da fita retardada. 

Em eucariotos, os iniciadores de RNA sao produzidos em intervalos de cerca de 200 nu- 
cleotfdeos na fita retardada, e cada iniciador possui aproximadamente 10 nucleotideos. 
Esse iniciador e removido por uma enzima de reparo especial (uma RNAse H), que reco- 
nhece uma fita de RNA em uma helice hfbrida RNA/DNA, fragmentando-a e deixando um 
espago que e preenchido pela DNA-polimerase e pela DNA-ligase. 
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Figura 5-12 Reagao catalisada pela 
DNA-ligase. Essa enzima religa uma liga¬ 
gao fosfodiester "clivada". Como mostra- 
do, a DNA-ligase utiliza uma molecula de 
ATP para ativar a extremidade 5' na que- 
bra (etapa 1) antes da formagao da nova 
ligagao (etapa 2). Desse modo, a reagao de 
ligagao, energeticamente desfavoravel, e 
promovida pelo acoplamento do processo 
de hidrolise do ATP, energeticamente 
favoravel. 
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Protefnas especiais auxiliam na abertura da dupla-helice de DNA 
a frente da forquilha de replicagao 

Para que a smtese de DNA ocorra, a dupla-helice de DNA deve ser aberta (“desnatura- 
da”) a frente da forquilha de replicagao, de modo que o desoxirribonucleosfdeo trifosfato 
possa formar par com a fita-molde. Entretanto, a dupla-helice de DNA e bastante estavel 
sob condigoes normais; as bases pareadas sao unidas tao fortemente que sao necessa- 
rias temperaturas altas, quase a temperatura de ebuligao da agua, para separa-las em tu- 
bos de ensaio. Por essa razao, duas protefnas de replicagao adicionais - as DNA-helicases 
e as protefnas ligadoras de DNA de fita simples - sao necessarias para promover a aber¬ 
tura da dupla-helice e fornecer os moldes de DNA de fita simples para que a polimerase 
possa atuar. 

As DNA-helicases foram primeiramente isoladas como protefnas que hidrolisam 
adenosina trifosfato (ATP, adenosine triphosphate ) quando ligadas a cadeias simples de 
DNA. Como descrito no Capftulo 3, a hidrolise do ATP pode alterar a conformagao 
de uma molecula proteica de maneira cfclica, permitindo o trabalho mecanico executa- 
do pela protefna. As DNA-helicases utilizam esse princfpio para impulsionarem-se rapi- 
damente sobre a fita simples de DNA. Quando encontram uma regiao de dupla-helice, 
continuam o deslocamento sobre essa fita, interferindo e separando a helice em ate mil 
pares de nucleotfdeos por segundo (Figuras 5-13 e 5-14). 

As duas fitas possuem polaridades opostas, e, em princfpio, as helicases pode- 
riam desenrolar a dupla-helice de DNA movendo-se na diregao 5'-3' sobre uma fita, 
e na diregao 3'-5' sobre a outra. Ambos os tipos de helicases existem. No sistema de 
replicagao mais bem compreendido, em bacterias, a helicase que desloca-se de 5'-3' 
na fita-molde retardada parece ter uma fungao predominante, por razoes que logo fi- 
carao claras. 

As protefnas ligadoras de fita simples de DNA (SSB, single strand DNA-bin- 
ding ), tambem denominadas protemas desestabilizadoras de helices, ligam-se forte¬ 
mente e de maneira cooperativa para expor fitas simples de DNA sem encobrir suas 
bases, que permanecem disponfveis como moldes. Essas protefnas sao incapazes de 
abrir diretamente uma longa helice de DNA, mas auxiliam as helicases, estabilizan- 
do a conformagao distorcida e de fita simples. Tambem, por meio de ligagao coope¬ 
rativa, elas cobrem e estendem as regioes de DNA de fita simples, que ocorrem a todo 
momento no molde da fita retardada, e evitam a formagao de pequenos grampos que 
formam-se rapidamente no DNA de fita simples (Figura 5-15 e Figura 5-16). Se nao 
forem removidos, esses grampos de helices podem impedir a smtese de DNA catalisa¬ 
da pela DNA-polimerase. 


Figura 5-13 Um ensaio para as enzimas DNA-helicases. Um pequeno fragmento de 
DNA e hibridizado a uma longa molecula de DNA de fita simples, formando uma regiao 
de DNA de fita dupla. A dupla-helice e desfeita a medida que a helicase passa pelo DNA 
de fita simples, liberando o pequeno fragmento de DNA em uma reagao que requer a 
presenga da protefna helicase e de ATP. 0 movimento sequencial rapido da helicase e 
promovido pela hidrolise de ATP (mostrada esquematicamente na Figura 3-75A). Como 
indicado, varias DNA-helicases sao compostas por seis subunidades. 
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Figura 5-14 Estrutura de uma DNA-helicase. (A) Diagrama da proteina mostrada 
como um anel hexamerico desenhado em escala com a forquilha de replicagao. (B) Es¬ 
trutura detalhada da helicase replicativa do bacteriofago T7, determinada por difragao 
de raios X. Seis subunidades identicas ligam-se e hidrolisam ATP de um modo ordenado 
para impulsionar a molecula pela fita simples de DNA que e passada pela cavidade 
central do anel. Em vermelho, as moleculas de ATP ligadas a estrutura (Animagao 5.2). 
(Codigo PDB: 1E0J.) 
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Uma cinta deslizante mantem a DNA-polimerase em movimento 
sobre o DNA 

Em sua maioria, as DNA-polimerases, por si so, sintetizam apenas um pequeno segmen- 
to de nucleotideos e logo se dissociam do DNA-molde. A tendencia a rapida dissociagao 
da molecula de DNA permite que a DNA-polimerase que recem terminou a smtese de 
um fragmento de Okazaki na fita retardada seja reciclada rapidamente e possa iniciar 
a smtese do proximo fragmento de Okazaki na mesma fita. Essa rapida dissociagao, en- 
tretanto, dificultaria a smtese, pela DNA-polimerase, de longas fitas produzidas na for¬ 
quilha de replicagao caso nao houvesse uma proteina acessoria (chamada de PCNA em 
eucariotos) que atuasse como uma cinta deslizante. Essa cinta mantem a polimerase 
firmemente associada ao DNA enquanto esta em movimento, mas a libera tao logo a 
polimerase encontre uma regiao de DNA de fita dupla. 

Como pode uma cinta evitar a dissociagao da polimerase sem, ao mesmo tempo, 
impedir seu rapido deslocamento sobre a molecula de DNA? A estrutura tridimensional 
da proteina da cinta, determinada por difragao de raios X, mostrou que ela forma um 
grande anel ao redor da helice de DNA. Uma face do anel liga-se por tras da DNA-poli¬ 
merase, e toda a cinta desliza livremente ao longo da molecula de DNA a medida que a 
DNA-polimerase se desloca. A montagem da cinta ao redor do DNA requer hidrolise de 
ATP por meio de um complexo proteico especial, o montador da cinta, que hidrolisa 
ATP enquanto monta a cinta em uma jungao molde-iniciador (Figura 5-17). 

No molde da fita-lider, a DNA-polimerase em movimento esta fortemente ligada a 
cinta, e as duas permanecem associadas por um longo tempo. A DNA-polimerase sobre 
o molde da fita retardada tambem utiliza a cinta, porem cada vez que a polimerase al- 
canga a extremidade 5' do fragmento de Okazaki anterior, a polimerase libera-se da cinta 
e dissocia-se do molde. Essa molecula de polimerase entao se associa a uma nova cinta 
montada sobre o iniciador de RNA do proximo fragmento de Okazaki. 




Regiao de fita simples 
no DNA-molde com pequenas 
regioes de bases pareadas, 
formando "grampos" 



Figura 5-15 Efeito das proteinas ligadoras de fita simples de DNA (proteinas SSB) na estrutura de 
DNA de fita simples. Como cada molecula proteica prefere ligar-se proximo a uma molecula previamente liga¬ 
da, extensas fileiras dessa proteina sao formadas sobre a fita simples de DNA. Essa ligagao cooperativa estende o 
DNA-molde e facilita o processo de polimerizagao. As helices em "forma de grampo" mostradas na fita simples 
de DNA desprotegida resultam do pareamento ao acaso de pequenas regioes com sequences complementares 
semelhantes as pequenas helices formadas normalmente nas moleculas de RNA (ver Figura 1-6). 
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(A) Proteina ligadora de fita simples (B) 

Figura 5-16 Proteina ligadora de fita simples dos humanos ligada ao DNA. (A) Vista frontal dos dois 
domfnios de ligagao do DNA da proteina (chamada RPA), que cobre oito nucleotideos no total. Observe que as 
bases do DNA permanecem expostas no complexo proteina-DNA. (B) Diagrama mostrando a estrutura tridimen¬ 
sional, com a fita de DNA (em laranja) vista pela extremidade. (Codigo PDB: 1JMC.) 


Figura 5-17 A cinta deslizante regulada que prende a DNA-polimerase ao DNA. (A) Estrutura da cin- 
ta deslizante de E. coli, determinada por cristalografia de raios X, com uma helice de DNA adicionada para 
indicar como a proteina e ajustada ao redor do DNA (Animagao 5.3). (B) llustragao mostrando como a cinta 
(com subunidades em vermelho e amarelo ) e montada no DNA e atua como uma fixagao para a molecula 
de DNA-polimerase em movimento. A estrutura do montador da cinta (verde-escuro) assemelha-se a urn 
sistema porca-e-parafuso, com a rosea do parafuso coincidindo com os sulcos da fita dupla de DNA. 0 mon¬ 
tador liga-se a uma molecula livre da cinta, forgando e formando uma lacuna no anel das subunidades de 
modo que este anel seja capaz de deslizar ao redor do DNA. 0 montador da cinta, em fungao da sua estru¬ 
tura de porca-e-parafuso, reconhece a regiao do DNA de fita dupla e se agarra a ela, ajustando-se em torno 
do complexo de uma fita-molde com uma fita recem-sintetizada, alongada a partir do iniciador. Ele carrega 
a cinta pela regiao de fita dupla ate encontrar a extremidade 3'-do iniciador, e daf o montador libera a cinta 
pela hidrolise de ATP, permitindo que ela se feche ao redor do DNA e se ligue a DNA-polimerase. Na reagao 
simplificada mostrada aqui, o montador da cinta dissocia-se na solugao apos a formagao da cinta. Em uma 
forquilha de replicagao verdadeira, o montador da cinta permanece proximo a polimerase na fita retardada, 
de modo que fique pronto para montar uma nova cinta no infeio de cada novo fragmento de Okazaki (ver 
Figura 5-18). (A, de X.P. Kong et al., Cell 69:425-437, 1992. Com permissao de Elsevier; B, adaptada de 
B.A. Kelch et al., Science 334:1675-1680, 2011. Com permissao de AAAS. Codigo PDB: 3BEP.) 
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Na forquilha de replicagao, as proteinas cooperam para formar 
uma maquinaria de replicagao 

Apesar de termos discutido a replicagao do DNA realizada por uma serie de proteinas 
que atuam de forma independente, na realidade, a maior parte das proteinas e manti- 
da unida em um grande complexo multienzimatico que sintetiza o DNA rapidamente. 
Esse complexo pode ser comparado a uma miniiscula maquina de costura composta 
por pegas proteicas e impulsionada pela hidrolise de nucleosideos trifosfato. Como na 
maquina de costura, o complexo de replicagao provavelmente permanece estacionario; 
o DNA pode ser comparado a uma longa faixa de tecido sendo rapidamente costurada 
enquanto passa pela maquina. Embora o complexo de replicagao tenha sido mais bem 
estudado em E. coli e em varios de seus virus, um complexo muito semelhante tambem 
ocorre em eucariotos, como visto a seguir. 

As fungoes das subunidades da maquinaria de replicagao estao resumidas na 
Figura 5-18. Na frente da forquilha de replicagao, a DNA-helicase abre a dupla-helice 
de DNA. Duas moleculas de DNA-polimerase trabalham na forquilha uma na fita-lider, e 
outra na fita retardada. Enquanto a molecula de DNA-polimerase na fita-lider pode ope- 
rar de modo continuo, a molecula de DNA-polimerase na fita retardada deve reiniciar 
em intervalos curtos, utilizando os pequenos iniciadores de RNA produzidos pela DNA- 
-primase. A mtima associagao de todos esses componentes proteicos aumenta bastante 
a eficiencia da replicagao, sendo possivel gragas a conformagao da fita retardada que 
parece enovelar-se para tras como mostra a Figura 5-18A. Esse arranjo tambem facilita 
a formagao da cinta da polimerase cada vez que um fragmento de Okazaki e sintetizado: 
o montador da cinta e a molecula de DNA-polimerase da fita retardada sao mantidos 
unidos como parte da maquinaria proteica mesmo quando dissociados do DNA-molde. 
As proteinas da replicagao sao, portanto, mantidas unidas formando uma unica unidade 
de grande tamanho (massa molecular total > 10 6 daltons), permitindo que o DNA seja 
sintetizado dos dois lados da forquilha de modo eficiente e coordenado. 
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Figura 5-18 Uma forquilha de replicagao bacteriana. (A) Diagrama mostrando uma visao atual da disposigao das proteinas de replicagao em uma forquilha 
de replicagao durante a sintese de DNA. A fita retardada esta dobrada para aproximar-se da molecula de DNA-polimerase da fita retardada e formar um comple¬ 
xo com a DNA-polimerase da fita-lider. Esse enovelamento tambem aproxima a extremidade 3' de cada fragmento de Okazaki completado do ponto de infcio 
do proximo fragmento de Okazaki. Como a DNA-polimerase da fita retardada permanece ligada ao resto das proteinas de replicagao, ela pode ser reutilizada na 
sintese dos sucessivos fragmentos de Okazaki. Neste diagrama, ela esta quase liberando o fragmento de DNA completo e move-se para o iniciador de RNA que 
esta sendo sintetizado. As proteinas adicionais (nao mostradas) que auxiliam na manutengao dos diferentes componentes proteicos junto a forquilha permitem 
que o complexo funcione como uma maquinaria proteica coordenada (Animagoes 5.4 e 5.5). (B) Micrografia eletronica mostrando a maquinaria de replicagao 
do bacteriofago T4 deslocando-se sobre um molde e sintetizando DNA atras do complexo. (C) llustragao interpretativa da micrografia: observe especialmente a 
alga de DNA na fita retardada. Aparentemente, as proteinas da replicagao foram parcialmente removidas da frente da forquilha durante a preparagao da amos- 
tra para a microscopia eletronica. (B, cortesia de Jack Griffith; ver P.D. Chastain et al., J. Biol. Chem. 278:21276-21285, 2003.) 
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Na fita retardada, a maquinaria de replicagao de DNA deixa para tras uma serie de 
fragmentos de Okazaki nao ligados, que ainda contem segmentos de RNA que iniciaram 
a smtese a partir das extremidades 5'. Como discutido anteriormente, esse RNA e remo- 
vido, e o intervalo resultante e preenchido por enzimas de reparo de DNA que atuam 
atras da forquilha de replicagao (ver Figura 5-11). 

Um sistema de reparo de pareamento incorreto remove erros de 
replicagao que escapam da maquinaria de replicagao 

Como mencionado anteriormente, bacterias como E. coli sao capazes de se dividir a 
cada 30 minutos, sendo relativamente facil a verificagao de grandes populagoes para 
encontrar uma celula mutante rara, com alteragoes em um processo especlfico. Uma 
classe interessante de mutantes consiste naqueles com alteragoes nos chamados genes 
mutadores, que aumentam muito a taxa de mutagoes espontaneas. Nao e de surpre- 
ender que um desses mutantes produza uma forma defeituosa da exonuclease de cor¬ 
regao 3'-5', que e uma parte da enzima DNA-polimerase (ver Figuras 5-8 e 5-9). Essa 
forma mutante de DNA-polimerase nao e mais capaz de fazer a corregao eficiente do 
DNA, resultando no acumulo de erros de replicagao que teriam sido removidos se a 
enzima atuasse corretamente. 

O estudo de outros mutantes de E. coli que exibem taxas anormalmente altas de 
mutagao revelou um outro sistema de corregao que remove erros de replicagao produzi- 
dos pela polimerase e que escaparam a exonuclease de corregao. Esse sistema de reparo 
de pareamento incorreto detecta o potencial de distorgao na helice de DNA que resulta 
da interagao incorreta entre bases nao complementares. 

Se o sistema de corregao simplesmente reconhecesse um malpareamento no DNA 
recem-sintetizado e corrigisse de forma aleatoria qualquer um dos dois nucleotideos, 
o sistema "corrigiria” erroneamente o molde original da metade dos casos e, portanto, 
nao reduziria a taxa total de erros. Para ser eficiente, esse sistema deve ser capaz de dife- 
renciar e remover o nucleotideo incorreto apenas na fita recem-sintetizada, onde o erro 
ocorreu. 

Na E. coli, o mecanismo de diferenciagao das fitas usado pelo sistema de reparo 
de pareamento incorreto depende da metilagao de determinados residuos A no DNA. 
Os grupos metil sao adicionados a todos os residuos A na sequencia GATC, mas somen- 
te um tempo apos a incorporagao deste A na cadeia de DNA recem-sintetizada. Como 
resultado, as unicas sequencias GATC que nao foram ainda metiladas sao as fitas recem- 
-sintetizadas atras da forquilha de replicagao. O reconhecimento desses GATCs nao me- 
tilados permite que as fitas novas sejam temporariamente diferenciadas das sequencias 
originais, possibilitando a remogao seletiva do erro. O processo, de tres etapas, envolve o 
reconhecimento de uma fita recem-sintetizada, a remogao da porgao que contem o mal¬ 
pareamento, e a ressmtese do segmento removido, usando a fita original como molde. 
Esse sistema de reparo de pareamento incorreto reduz o numero de erros produzidos 
durante a replicagao por um fator adicional de 100 a 1.000 (ver Tabela 5-1, p. 244). 

Um sistema semelhante de corregao de malpareamento atua nas celulas eucari- 
oticas, porem tern uma estrategia diferente para distinguir a fita recem-produzida da 
original (Figura 5-19). A fita retardada de DNA recem-sintetizada contem quebras tem- 
porarias (antes de serem unidas pela DNA-ligase), e essas quebras (tambem chamadas 
quebras de fita-simples) fornecem o sinal que direciona o sistema de corregao de mal¬ 
pareamento a fita correta. Essa estrategia requer que as fitas de DNA recem-sintetizadas 
na fita-lider tambem sejam transitoriamente clivadas; ainda nao esta claro como isso 
ocorre. 

A importancia da corregao de pareamento incorreto em humanos e demonstrada 
em indivlduos que herdam uma copia defeituosa de um gene de reparo (com uma copia 
funcional do gene no outro cromossomo). Esses indivlduos apresentam uma predispo- 
sigao significativa para certos tipos de cancer. Por exemplo, em um tipo de cancer de 
colon, chamado de cancer de colon hereditario sem polipose (HNPCC, hereditary non¬ 
polyposis colon cancer), mutagoes espontaneas no unico gene funcional produzem clo¬ 
nes de celulas somaticas que, devido a deficiencia no sistema de reparo de pareamento 
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incorreto, acumulam mutagoes rapidamente. A maioria dos canceres surge a partir de 
celulas que acumularam multiplas mutagoes (ver p.1.096-1.097), e as celulas deficientes 
para esse sistema de reparo apresentam uma chance muito aumentada de se tornarem 
cancerosas. Felizmente, a maioria dos humanos herda duas copias corretas de cada gene 
que codifica uma protema de reparo de pareamento incorreto; isso nos protege, pois e 
muito improvavel que, na mesma celula, as duas copias de um mesmo gene sofram uma 
mutagao. 

As DNA-topoisomerases evitam o emaranhamento do DNA 
durante a replicagao 

O deslocamento da forquilha de replicagao ao longo da fita dupla de DNA cria o chama- 
do “problema do enrolamento” As duas fitas parentais, que estao enroladas uma sobre a 
outra, devem ser desenroladas e separadas para ocorrer a replicagao. Para cada 10 pares 
de nucleotideos replicados na forquilha, uma volta completa na dupla-helice parental 
deve ser desenrolada. Em principio, esse desenrolamento pode ser obtido pela rotagao 
acelerada de todo cromossomo a frente da forquilha em movimento; contudo, isso e 
muito desfavoravel energeticamente (em especial em cromossomos longos) e, pelo con- 
trario, o DNA a frente da forquilha de replicagao torna-se supertorcido (Figura 5-20). 
Essa supertorgao, por sua vez, e continuamente aliviada por proteinas conhecidas como 
DNA-topoisomerases. 

Uma DNA-topoisomerase pode ser entendida como uma nuclease reversivel que 
se liga covalentemente a um fosfato da cadeia principal do DNA, clivando uma ligagao 
fosfodiester na fita de DNA. Essa reagao e reversivel, e a ligagao fosfodiester e regenerada 
quando a protema e liberada. 

Um tipo de topoisomerase, chamado de topoisomerase I , produz uma clivagem 
temporaria na fita simples; essa quebra na cadeia permite que as duas porgoes da helice 
de DNA, formadas dos dois lados da quebra, girem livremente uma em relagao a outra, 
usando a ligagao fosfodiester na fita oposta a quebra como ponto de suporte para a rota- 
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Figura 5-19 Reparo de pareamento 
incorreto. (A) As duas proteinas mos- 
tradas estao presentes tanto em celulas 
bacterianas quanto em eucarioticas. MutS 
se liga especificamente a malpareamento, 
enquanto MutL verifica o DNA adjacente 
procurando uma quebra. Uma vez en- 
contrada uma quebra, MutL promove a 
degradagao da fita com a quebra ate o 
pareamento incorreto. Como as falhas 
sao quase exclusivamente confinadas as 
fitas recem-sintetizadas em eucariotos, os 
erros de replicagao sao removidos seleti- 
vamente. Em bacterias, uma protefna adi- 
cional no complexo (MutH) que degrada 
sequences GATC nao metiladas (portanto, 
recem-sintetizadas), iniciando o processo 
aqui ilustrado. Em eucariotos, a MutL 
contem uma atividade de quebra de DNA 
que auxilia na remogao da fita danificada. 
(B) Estrutura da protefna MutS ligada a um 
pareamento incorreto. A protefna e um 
dfmero que se prende a helice de DNA, 
como mostrado, torcendo o DNA no local 
do pareamento incorreto. Parece que a 
protefna MutS verifica o DNA para malpa¬ 
reamento pelo teste de sftios, que podem 
ser torcidos com facilidade, justamente os 
que sao formados por um par de bases 
incorreto. (Codigo PDB: 1EWQ.) 


Figura 5-20 O "problema do enrola- 
mento" que surge durante a replicagao 

do DNA. (A) No caso de uma forquilha 
de replicagao bacteriana, que se desloca a 
uma velocidade de 500 nucleotideos por 
segundo, a helice de DNA parental a fren¬ 
te da forquilha deve girar a 50 revolugoes 
por segundo. (B) Se as extremidades da 
dupla-helice de DNA permanecerem fixas 
(ou diffceis de sofrer rotagao) a tensao se 
acumula a frente da forquilha de replica¬ 
gao a medida que vai sendo supertorcida. 
Uma parte dessa tensao e absorvida pela 
superhelicoidizagao, em que a dupla-helice 
de DNA gira sobre si mesma (ver Figura 
6-19). Entretanto, se a tensao continua a 
ocorrer, a forquilha de replicagao ira parar 
porque o desenrolamento ira requerer 
mais energia do que a helicase pode 
fornecer. Observe que, em (A), a linha 
pontilhada representa cerca de 20 voltas 
de DNA. 
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Figura 5-21 Reagao reversivel de que- 
bra de DNA catalisada pela enzima 
DNA-topoisomerase I eucariotica. 

Como indicado, essas enzimas formam 
uma ligagao covalente transitoria com o 
DNA, permitindo a rotagao livre do DNA 
em torno das ligagoes covalentes ligadas 
pelo fosfato em azul. 


Uma das extremidades 
da dupla-helice de DNA 
nao pode girar em relagao 
a outra extremidade 
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A ligagao covalente da DNA 
topoisomerase a um fosfato do 
DNA promove a quebra de uma 
ligagao fosfodiester em uma das 
fitas do DNA 




As duas extremidades da dupla-helice 
de DNA podem agora girar livremente 
uma em relagao a outra, aliviando a tensao 
acumulada 


A energia da ligagao fosfodiester 
original e armazenada na ligagao 
fosfotirosina, tornando a reagao 
reversivel 


A reformagao espontanea da 
ligagao fosfodiester regenera 
a helice de DNA e a DNA-topoisomerase 


gao (Figura 5-21). Qualquer tensao na helice de DNA ira ditar a rotagao na diregao que 
alivia essa tensao. Como resultado, a replicagao pode ocorrer com a rotagao de pequenos 
segmentos da helice - a porgao logo a frente da forquilha. Como a ligagao covalente que 
une a protema DNA-topoisomerase ao fosfato do DNA mantem a energia da clivagem da 
ligagao fosfodiester, a religagao e rapida e nao requer fornecimento adicional de energia. 
A esse respeito, o mecanismo de religagao difere daquele catalisado pela enzima DNA- 
-ligase, discutido anteriormente (ver Figura 5-12). 
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Figura 5-22 Reagao de passagem da helice de DNA catalisada pela topoisomera- 

se II. Ao contrario das topoisomerases tipo I, as enzimas do tipo II hidrolisam o ATP (em 
vermelho) necessario para liberar e regenerar a enzima apos cada ciclo. As topoisomera¬ 
ses do tipo II sao limitadas quase exclusivamente a celulas proliferativas em eucariotos; 
parcialmente por isso, as topoisomerases sao alvos eficazes para farmacos anticancer. 
Alguns desses farmacos inibem a topoisomerase II na terceira etapa mostrada na figura e, 
portanto, causam altos niveis de quebras de fita dupla que rapidamente matam as celulas 
em divisao. Os pequenos drculos em amarelo representam os fosfatos na cadeia principal 
de DNA que foram covalentemente ligados a topoisomerase (ver Figura 5-21). 

Um segundo tipo de DNA-topoisomerase, a topoisomerase II, forma uma ligagao 
covalente com ambas as fitas da helice de DNA ao mesmo tempo, formando uma que- 
bra de fita dupla temporaria na helice. Essas enzimas sao ativadas em sitios nos cromos- 
somos onde duas duplas helices foram cruzadas uma sobre a outra como as produzidas 
por superespirais a frente de uma forquilha de replicagao (ver Figura 5-20). Uma vez 
que a molecula de topoisomerase II liga-se a um desses sitios de cruzamento, a proteina 
utiliza a hidrolise do ATP para executar, de maneira eficiente, um conjunto de reagoes: 
(1) clivagem reversivel de uma dupla-helice, criando uma “abertura” no DNA; (2) pas¬ 
sagem da segunda dupla-helice, que esta proxima, pela abertura; e (3) religagao da que- 
bra e dissociagao do DNA. Nos pontos de entrecruzamento produzidos pela superes- 
piral, a passagem da dupla-helice pela abertura ocorre na diregao que reduz a espiral. 
Desta forma, as topoisomerases do tipo II podem aliviar a tensao do superenrolamento 
formada a frente da forquilha. Seu mecanismo de reagao tambem permite que as topoi¬ 
somerases do tipo II separem dois circulos entrelagados de DNA de maneira eficiente 
(Figura 5-22). 

A topoisomerase II tambem evita serios problemas de emaranhamento do DNA 
que poderiam surgir durante sua replicagao. Essa fungao e bem demonstrada em celulas 
mutantes de leveduras que produzem uma versao da topoisomerase II que e inativada 
a 37 °C, no lugar da versao original. Quando as celulas mutantes sao incubadas a essa 
temperatura, os cromossomos-filhos permanecem entrelagados apos a replicagao e sao 
incapazes de se separar. A magnitude da utilidade da topoisomerase II para evitar o ema¬ 
ranhamento dos cromossomos pode ser comparada a um individuo com dificuldades 
em desenrolar uma linha de pescar emanharada sem o auxilio de tesoura. 

A replicagao do DNA e fundamentalmente semelhante em 
eucariotos e em bacterias 

Muito do que se sabe sobre a replicagao do DNA foi descoberto a partir de estudos em 
sistemas multienzimaticos purificados de bacterias e bacteriofagos capazes de realizar 
replicagao de DNA in vitro. O desenvolvimento desses sistemas, na decada de 1970, 
foi bastante facilitado pelo isolamento previo de mutantes em varios genes envolvidos 
na replicagao; esses mutantes foram utilizados para identificar e purificar as protemas de 
replicagao correspondentes. O primeiro sistema de replicagao em mamiferos capaz 
de replicar DNA in vitro foi descrito em meados da decada de 1980, e as mutagoes nos 
genes que codificam quase todos os componentes da replicagao ja foram isoladas e ana- 
lisadas na levedura Saccharomyces cerevisiae. Como resultado, muito e conhecido sobre 
a enzimologia detalhada da replicagao de DNA em eucariotos, e esta claro que as carac- 
teristicas fundamentais da replicagao - incluindo a geometria da forquilha de replicagao 
e o uso de uma maquinaria multiproteica de replicagao - foram conservadas durante o 
longo processo evolutivo que separa bacterias e eucariotos. 

Existem mais componentes proteicos na maquinaria de replicagao eucariotica em 
comparagao aos seus analogos em bacterias, apesar de as fungoes basicas serem as mes- 
mas. Assim, por exemplo, a proteina SSB eucariotica e formada por tres subunidades, 
enquanto apenas uma unica subunidade e encontrada em bacterias. Da mesma forma, 
a DNA-primase eucariotica e incorporada em uma enzima com multiplas subunidades 
que tambem content a polimerase, chamada de DNA-polimerase a-primase. Esse com- 
plexo proteico inicia cada fragmento de Okazaki na fita retardada com o RNA e estende, 
entao, o iniciador de RNA com um pequeno segmento de DNA. Nesse ponto, as duas 
principais DNA-polimerases replicativas eucarioticas, Pol8 e Pole, entram em agao: Pol8 
completa cada fragmento de Okazaki na fita retardada e Pole alonga a fita-lider. O au- 
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mento da complexidade da maquinaria de replicagao eucariotica provavelmente reflete 
controles mais elaborados. Por exemplo, a manutengao ordenada dos diferentes tipos 
celulares e tecidos em plantas e animais requer que a replicagao do DNA seja fortemente 
regulada. Alem disso, a replicagao de DNA eucariotico deve ser coordenada com o pro- 
cesso complexo da mitose, como discutiremos no Capitulo 17. 

Como veremos na proxima segao, a maquinaria de replicagao eucariotica possui 
um fator complicador adicional, pois precisa replicar passando pelos nucleossomos, as 
unidades estruturais repetidas dos cromossomos, discutidas no Capitulo 4. Os nucle¬ 
ossomos estao dispostos em intervalos de cerca de 200 pares de nucleotideos ao longo 
do DNA, o que, como veremos, pode explicar por que os novos fragmentos de Okazaki 
na fita retardada sao sintetizados em intervalos de 100 a 200 nucleotideos nos eucario- 
tos, em vez de 1.000 a 2.000 nucleotideos, como nas bacterias. Os nucleossomos podem, 
tambem, atuar como barreiras que reduzem o movimento das moleculas de DNA-poli- 
merase, justificando por que a forquilha de replicagao dos eucariotos possui um decimo 
da velocidade da forquilha bacteriana. 
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Figura 5-23 Bolha de replicagao formada 
no inicio da forquilha de replicagao. O dia- 
grama mostra as etapas principais envolvidas 
no inicio das forquilhas na origem de replica¬ 
gao. A estrutura formada na ultima etapa, na 
qual as duas fitas da helice de DNA parental 
foram separadas uma da outra e atuam como 
moldes para a sintese de DNA, e chamada 
de bolha de replicagao. 


Resumo 

A replicagao do DNA ocorre em uma estrutura em forma de Y, chamada de forquilha de 
replicagao. Uma enzima DNA-polimerase autocorretiva catalisa a polimerizagao de nu¬ 
cleotideos na diregao 5'-3', copiando uma fita-molde de DNA com extraordinaria fideli- 
dade. Como as duas fitas da dupla-helice de DNA sao antiparalelas, essa sintese de DNA 
5'-3' so pode ser realizada continuamente em uma das fitas da forquilha de replicagao 
(fita-lider). Nafita retardada, pequenos fragmentos de DNA sao sintetizados de tras para 
frente. Uma vez que a DNA-polimerase autocorretiva nao pode iniciar uma nova cadeia, 
esses fragmentos da fita retardada sao iniciados por pequenas moleculas deRNA, que sub- 
sequentemente sao removidas e substituidas por DNA. 

A replicagao do DNA necessita da cooperagao de varias protemas, incluindo (1) a 
DNA-polimerase e a DNA-primase, que catalisam a polimerizagao dos nucleosideos trifosfa- 
to; (2) as DNA-helicases e as protemas ligadoras de DNA de fita simples (SSB), que auxiliam 
na abertura da dupla-helice para permitir que as fitas sejam copiadas; (3) a DNA-ligase e 
uma enzima que degrada os iniciadores de RNA, para ligar os fragmentos descontinuos de 
DNAformados na fita retardada, e (4) as DNA-topoisomerases, que aliviam a tensao causa- 
da pelo enrolamento helicoidal e os problemas de emaranhamento do DNA. Muitas dessas 
protemas associam-se entre si na forquilha de replicagao, formando uma “maquinaria de 
replicagao" altamente eficiente, em que as atividades e os movimentos espaciais dos compo- 
nentes individual sao coordenados. 

INICIO E TERMINO DA REPLICAGAO DO DNA NOS 
CROMOSSOMOS 

Vimos como um conjunto de protemas de replicagao gera duas duplas-helices de DNA 
com rapidez e precisao atras de uma forquilha de replicagao movel. Mas como essa ma¬ 
quinaria de replicagao e formada no inicio do processo e como a forquilha e formada 
na molecula de DNA de fita dupla intacta? Nesta segao, discutimos como a replicagao e 
iniciada e como as celulas regulam cuidadosamente esse processo, para assegurar que 
ele ocorra nao apenas no local adequado do cromossomo, mas tambem no momento 
adequado da vida da celula. Tambem sao discutidos alguns problemas especiais que a 
maquinaria de replicagao eucariotica deve veneer. Esses problemas incluem a necessi- 
dade de replicar moleculas de DNA extremamente longas e a dificuldade de copiar mo¬ 
leculas de DNA que estao fortemente complexadas com as histonas nos nucleossomos. 

A sintese de DNA inicia na origem de replicagao 

Como discutido anteriormente, a dupla-helice de DNA normalmente e muito estavel: 
as duas fitas sao unidas firmemente por varias ligagoes de hidrogenio formadas entre as 
bases presentes em cada fita. Para iniciar a replicagao do DNA, a dupla-helice deve pri- 
meiramente ser aberta e as duas fitas separadas para expor as bases nao pareadas. Como 
veremos, o processo de replicagao de DNA e iniciado por protemas iniciadoras especiais 
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Figura 5-24 A replicagao do DNA de um genoma bacteriano. A duplicagao do geno- 
ma de E. coli, composto por 4,6 x 10 6 pares de nucleotideos, dura cerca de 30 minutos. 
Para simplificagao, os fragmentos de Okazaki da fita retardada foram omitidos. 0 que 
ocorre a medida que as duas forquilhas se aproximam entre si e colidem ao final do ciclo 
de replicagao nao esta totalmente entendido, porem as maquinarias de replicagao sao 
dissociadas como parte do processo. 

que se ligam a fita dupla de DNA e separam as duas ligagoes, rompendo as ligagoes de 
hidrogenio entre as bases. 

As posigoes onde a helice inicialmente e aberta sao chamadas de origens de re¬ 
plicagao (Figura 5-23). Em celulas simples, como bacterias e leveduras, as origens sao 
determinadas por sequencias de DNA formadas por varias centenas de pares de nucleo¬ 
tideos. Esse DNA contem pequenas sequencias de DNA que atraem as protemas inicia- 
doras e segmentos de DNA especialmente faceis de separar. Vimos na Figura 4-4 que o 
par de base A-T e unido por menos ligagoes de hidrogenio do que o par G-C. Portanto, 
segmentos de DNA ricos em pares de bases A-T sao relativamente mais faceis de serem 
separados, e essas regioes de DNA ricas em pares A-T estao normalmente presentes nas 
origens de replicagao. 

Apesar de o processo basico de replicagao, apresentado na Figura 5-23, ser o mes- 
mo para bacterias e eucariotos, a maneira detalhada de como ele e executado e regulado 
difere entre esses dois grupos de organismos. Primeiramente, iremos considerar o caso 
das bacterias, mais simples e mais bem entendido, e, a seguir, situagoes mais complexas 
que ocorrem em leveduras, em mamiferos e em outros eucariotos. 

Os cromossomos bacterianos geralmente tem uma unica origem 
de replicagao do DNA 

O genoma da E. coli esta contido em uma unica molecula de DNA circular com 4,6 x 10 6 
pares de nucleotideos. A replicagao do DNA inicia em uma unica origem de replicagao, 
e as duas forquilhas formadas seguem (a cerca de 1.000 nucleotideos por segundo) em 
diregoes opostas, ate se encontrarem aproximadamente no meio do caminho ao redor do 
cromossomo (Figura 5-24). O unico ponto no qual a E. coli pode controlar a replicagao 
do DNA e o seu inicio: uma vez formadas na origem, as forquilhas deslocam-se a uma 
velocidade relativamente constante ate o termino da replicagao. Portanto, nao e de sur- 
preender que o inicio da replicagao seja um processo altamente controlado. O processo 
inicia quando multiplas copias de protemas iniciadoras (no estado ligado a ATP) ligam- 
-se a sitios especificos no DNA localizados nas origens de replicagao, enrolando o DNA 
em volta das protemas, formando um grande complexo proteina-DNA que desestabiliza 
a dupla-helice adjacente. A seguir, esse complexo atrai duas DNA-helicases, cada uma 
ligada a um carregador de helicase, e essas sao colocadas em torno de fitas simples de 
DNA adjacentes cujas bases foram expostas pela montagem do complexo de iniciagao 
proteina-DNA. O carregador da helicase e analogo ao montador da cinta visto anterior- 
mente, mas possui a tarefa adicional de manter a helicase na forma inativa ate que ela 
esteja corretamente colocada na forquilha de replicagao nascente. Uma vez colocadas na 
posigao, os carregadores se dissociam e as helicases comegam a desenrolar o DNA, ex- 
pondo DNA de fita simples suficiente para a DNA-primase sintetizar os primeiros inicia- 
dores ( primers ) de RNA (Figura 5-25). Isso rapidamente determina o arranjo das demais 
protemas para formar duas forquilhas de replicagao, com maquinarias que se deslocam 
em diregoes opostas em relagao a origem de replicagao. Elas continuam a sintetizar DNA, 
ate que toda a fita de DNA-molde a frente de cada forquilha tenha sido replicada. 

Na E. coli, a interagao da proteina iniciadora com a origem de replicagao e cuidado- 
samente regulada, e o inicio ocorre apenas quando ha nutrientes suficientes disponiveis 
para a bacteria completar todo o processo de replicagao. A iniciagao tambem e controlada 
de maneira a garantir que ocorra somente um ciclo de replicagao do DNA a cada divi- 
sao celular. Apos o inicio da replicagao, a proteina iniciadora e inativada pela hidrolise 
da molecula de ATP ligada, e a origem de replicagao passa por um “periodo refratario”. 
O periodo refratario e causado por um atraso na metilagao de nucleotideos “A” recem- 
-incorporados na origem (Figura 5-26). A iniciagao nao pode ocorrer novamente ate que 
os As estejam metilados e a proteina iniciadora restaurada ao estado com ATP-ligado. 
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Figura 5-25 As proteinas que iniciam a re¬ 
plicagao do DNA em bacterias. 0 mecanismo 
mostrado foi estabelecido a partir de estudos in 
vitro com uma mistura de proteinas altamente 
purificadas. Para a replicagao do DNA da E. coli, 
a principal proteina iniciadora, a helicase e a 
primase sao as proteinas dnaA, dnaB e dnaG, 
respectivamente. Na primeira etapa, varias 
moleculas da proteina iniciadora ligam-se a 
sequences especificas de DNA na origem de 
replicagao e desestabilizam a dupla-helice pela 
formagao de uma estrutura compacta na qual 
o DNA e firmemente enrolado ao redor da pro¬ 
teina. A seguir, duas helicases sao trazidas ao 
local pelas proteinas carregadoras das helicases 
(as proteinas dnaC) que inibem as helicases ate 
que estas estejam corretamente posicionadas 
na origem de replicagao. As proteinas carre¬ 
gadoras das helicases evitam que as helices 
replicativas entrem de forma incorreta em 
outros segmentos de DNA de fita simples no 
genoma bacteriano. Auxiliadas pela proteina 
ligadora de fita simples (nao mostrada), as heli¬ 
cases posicionadas abrem o DNA, permitindo a 
entrada das primases e a sfntese dos primeiros 
iniciadores. Nas etapas subsequentes, duas for- 
quilhas de replicagao completas sao montadas 
na origem e se deslocam em diregoes opostas. 
As proteinas iniciadoras sao removidas confor- 
me a forquilha se move para o lado esquerdo 
(nao mostrado). 
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Os cromossomos eucarioticos contem multiplas origens de 
replicagao 

Vimos como, nas bacterias, duas forquilhas de replicagao sao formadas em uma unica ori¬ 
gem de replicagao. Essas forquilhas procedem em diregoes opostas, distanciando-se da 
origem ate que todo o DNA contido em um unico cromossomo circular seja replicado. O ge¬ 
noma bacteriano e relativamente pequeno, levando cerca de 30 minutos para ser totalmente 
duplicado a partir das duas forquilhas. Como os cromossomos eucarioticos sao muito maio- 
res, uma estrategia diferente e utilizada para permitir sua replicagao em um tempo habil. 

Um metodo para determinar o padrao geral da replicagao de cromossomos euca¬ 
rioticos foi desenvolvido no inicio da decada de 1960. As celulas humanas em cultura sao 
marcadas com 3 H-timidina por um breve periodo, de modo que o DNA sintetizado du¬ 
rante esse periodo e altamente radioativo. As celulas sao, entao, gentilmente lisadas, e o 
DNA e disperso sobre uma lamina de vidro, coberta com uma emulsao fotografica. A re- 
velagao da emulsao mostra o padrao do DNA marcado pela tecnica de autorradiografia. 
O tempo para a marcagao e determinado de modo a permitir o deslocamento de varios 
micrometros de cada forquilha ao longo do DNA, e o DNA replicado pode ser detectado 
no microscopio optico como uma linha com pontos prateados, embora a molecula de 
DNA por si so seja muito fina para ser visualizada. Desse modo, tanto a velocidade como 
a diregao do movimento da forquilha podem ser determinadas (Figura 5-27). A partir 
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Origem 


completamente As origens semimetiladas 

metilada sao resistentes a iniciagao 



O imcio ocorre se houver As origens sao completamente 

recursos suficientes disponiveis metiladas, tornando-se 

para completar urn evento novamente capazes 

de replicagao do DNA de iniciar a replicagao 


do aumento no comprimento dos pontos obtidos em relagao ao aumento do tempo de 
marcagao foi estimado que as forquilhas de replicagao deslocam-se cerca de 50 nucleo¬ 
tideos por segundo. Isso e cerca de 20 vezes mais devagar que a velocidade com a qual 
a forquilha de replicagao bacteriana se move, possivelmente refletindo o aumento da 
dificuldade em replicar o DNA que esta fortemente compactado na cromatina. 

Um cromossomo humano de tamanho medio contem uma molecula de DNA linear 
com cerca de 150 milhoes de pares de nucleotideos. A replicagao dessa molecula de uma 
extremidade a outra, a partir de uma unica forquilha, a uma velocidade de 50 nucleoti¬ 
deos por segundo, necessitaria de 0,02 segundo/nucleotideo x 150 x 10 6 nucleotideos = 
3,0 x 10 6 segundos (cerca de 35 dias). Como esperado, os experimentos com autorradio- 
grafia descritos anteriormente revelaram que diversas forquilhas, em bolhas de replica¬ 
gao diferentes, deslocam-se de forma simultanea em cada cromossomo eucariotico. 

Os metodos mais rapidos e mais sofisticados estao atualmente disponiveis para o 
monitoramento do imcio da replicagao do DNA e para o rastreio do movimento das for¬ 
quilhas de replicagao por genomas inteiros. Uma abordagem utiliza os microarranjos de 
DNA - laminas do tamanho de um selo postal fixados com centenas de milhares de frag- 
mentos com sequencias de DNA conhecidas. Como veremos em detalhes no Capitulo 
8, cada fragmento de DNA diferente e colocado em uma posigao unica no microarranjo, 
e todo o genoma pode ser representado de uma maneira ordenada. Se uma amostra de 
DNA de um grupo de celulas em replicagao for desnaturado e hibridizado a um micro¬ 
arranjo que representa o genoma de um determinado organismo, a quantidade de cada 
sequencia de DNA podera ser determinada. Como um segmento de um genoma que 
foi replicado ira conter o dobro da quantidade de DNA de um segmento nao replicado, 
a iniciagao da forquilha de replicagao e o seu movimento podem ser monitorados com 
precisao por todo o genoma (Figura 5-28). 

Experimentos desse tipo demonstraram o seguinte: (1) De 30 mil a 50 mil origens 
de replicagao sao utilizadas cada vez que uma celula humana se divide. (2) O genoma 
humano possui muitas outras origens em potencial (talvez 10 vezes mais), e diferentes 
tipos celulares usam diferentes combinagoes de origens. Isso pode permitir que a celula 
coordene suas origens ativas com outras caracteristicas de seus cromossomos como a 
expressao seletiva de seus genes. O excesso de origens tambem fornece "reserva de segu- 
ranga” caso a origem principal falhe. (3) Como nas bacterias, as forquilhas de replicagao 
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Figura 5-26 A metilagao da origem 
de replicagao da E. coli produz um pe- 
riodo refratario para o imcio da repli¬ 
cagao. A metilagao do DNA ocorre em se¬ 
quencias GATC; 11 delas sao encontradas 
na origem de replicagao (distribuidas em 
cerca de 250 pares de nucleotideos). No 
estado semimetilado, a origem de replica¬ 
gao esta ligada a proteina inibidora (SeqA, 
nao mostrada), que bloqueia a capacidade 
das proteinas de iniciagao de desenrolar o 
DNA da origem. Cerca de 15 minutos apos 
o imcio da replicagao, a origem semime- 
tilada torna-se completamente metilada 
por uma enzima DNA-metilase e ocorre a 
dissociagao da SeqA. 

Uma unica enzima, a Dam- metilase, 
e responsavel pela metilagao de todas as 
sequencias GATC da E. coli. Um intervalo 
na metilagao apos a replicagao da sequen¬ 
cia GATC tambem e usado pelo sistema de 
reparo de pareamento incorreto da E. coli 
para diferenciar a fita recem-sintetizada 
da fita parental; nesse caso, as sequencias 
GATC relevantes sao distribuidas pelo cro¬ 
mossomo e nao estao ligadas pela SeqA. 


Figura 5-27 Os experimentos que 
demonstraram o padrao de formagao 
e de deslocamento das forquilhas de 
replicagao nos cromossomos eucario- 
ticos. O novo DNA, sintetizado em celulas 
humanas em cultura, foi marcado breve- 
mente com um pulso de timidina altamen- 
te radioativa ( 3 H-timidina). (A) Neste expe- 
rimento, as celulas foram lisadas, e o DNA 
foi distribuido em uma lamina e coberto 
com emulsao fotografica. Apos alguns 
meses, a emulsao foi revelada, mostrando 
uma linha de depositos de prata sobre o 
DNA radioativo. 0 DNA (em marrom) nes- 
ta figura e mostrado apenas para auxiliar a 
interpretagao da autorradiografia; o DNA 
nao marcado e invisivel neste experimen- 
to. (B) 0 experimento e o mesmo acima, 
exceto pela realizagao de uma incubagao 
adicional em meio nao marcado, que per- 
mitiu a replicagao de mais DNA com niveis 
menores de radiagao. O par de segmentos 
escuros em (B) contem depositos de prata 
que apresentam uma redugao na inten- 
sidade e em diregoes opostas, demons- 
trando o deslocamento bidirecional da 
forquilha a partir da origem de replicagao 
central onde a bolha e formada (ver Figura 
5-23). Acredita-se que uma forquilha de 
replicagao pare apenas quando encontrar 
a forquilha que se move em diregao opos- 
ta, ou quando encontrar a extremidade do 
cromossomo; dessa forma, todo o DNA e 
replicado. 
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Figura 5-28 Uso de um microarranjo de 
DNA para monitorar a formagao e a pro- 
gressao das forquilhas de replicagao. 

Para este experimento, uma populagao de 
celulas foi sincronizada, de modo que to- 
das iniciam a replicagao ao mesmo tempo. 
0 DNA e coletado e hibridizado ao micro¬ 
arranjo; o DNA que foi replicado apenas 
uma vez apresenta um sinal (quadrados 
em verde-escuro) comodobrodainten- 
sidade do DNA nao replicado (quadrados 
em verde-claro). Os pontos no microarran¬ 
jo representam as sequences consecutivas 
de um segmento do cromossomo dispos- 
tas da esquerda para a direita e de cima 
para baixo. Apenas 81 pontos sao mos- 
trados, mas o microarranjo real contem 
centenas de milhares de sequences distri- 
buidas em todo um genoma. Como pode 
ser visto, a replicagao inicia na origem e 
precede bidirecionalmente. Para simplifi- 
car, apenas uma origem e mostrada. Nas 
celulas humanas, a replicagao inicia em 30 
a 50 mil origens localizadas pelo genoma. 
Com essa estrategia, e possfvel observar a 
formagao e o progresso de cada forquilha 
de replicagao por todo o genoma. 
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Figura 5-29 As quatro fases suces- 
sivas de um ciclo celular padrao em 
eucariotos. Durante as fases G 1# S e G 2 , a 
celula cresce continuamente. Na fase M o 
crescimento para, ocorre a divisao nuclear 
e a celula se divide em duas. A replicagao 
do DNA e limitada a parte do ciclo celular 
conhecida como fase S. G., e o intervalo 
entre as fases M e S; G 2 e o intervalo entre 
as fases S e M. 


sao formadas em pares e criam uma bolha de replicagao a medida que se deslocam em 
diregoes opostas, distanciando-se do ponto de origem comum, parando apenas quan- 
do se encontram cabega a cabega (ou quando chegam a extremidade do cromossomo). 
Dessa forma, varias forquilhas podem operar de forma independente em cada cromos¬ 
somo, formando duas helices de DNA filhas completas. 

A replicagao de DNA em eucariotos ocorre apenas durante uma 
etapa do ciclo celular 

Durante o crescimento rapido, as bacterias replicam o seu DNA quase de forma continua. 
Em contraste, a replicagao do DNA na maioria das celulas eucarioticas ocorre apenas du¬ 
rante uma parte do ciclo de divisao celular, chamada de fase de smtese de DNA , ou fase S 
(Figura 5-29). Nas celulas de mamiferos, a fase S normalmente dura cerca de 8 horas; em 
eucariotos mais simples, como as leveduras, a fase S pode durar cerca de 40 minutos ape¬ 
nas. Ao termino dessa fase, cada cromossomo foi replicado e produziu duas copias com¬ 
pletas, que permanecem unidas pelo centromero ate a fase M (M de mitose), na sequencia 
do ciclo. No Capitulo 17, descrevemos o sistema de controle que comanda o ciclo celular e 
explicamos o porque da necessidade de completar cada fase com sucesso antes de passar 
a proxima. 

Nas segoes seguintes, exploramos como a replicagao cromossomica e coordenada 
na fase S do ciclo celular. 

Regioes diferentes no mesmo cromossomo replicam em tempos 
distintos na fase S 

Nas celulas de mamiferos, a replicagao do DNA na regiao entre duas origens de replica¬ 
gao normalmente necessitaria de apenas 1 hora para ser replicada, devido a velocidade 
de deslocamento das forquilhas e as grandes distancias medidas entre as origens em uma 
unidade de replicagao. Porem, a fase S normalmente dura cerca de 8 horas nessas celulas. 
Isso sugere que as origens de replicagao nao sao todas ativadas simultaneamente; e, de 
fato, as origens de replicagao sao ativadas em blocos com cerca de 50 origens adjacentes, e 
cada uma delas e replicada apenas durante um breve periodo do intervalo total da fase S. 

Parece que a ordem de ativagao das origens de replicagao depende, em parte, da es- 
trutura da cromatina em que a origem esta localizada. Vimos no Capitulo 4 que a hetero- 
cromatina e um estado especialmente condensado da cromatina, enquanto a eucromatina, 
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onde ocorre a maior parte da transcrigao, apresenta uma conformagao menos condensada. 
A heterocromatina tende a ser replicada em um estagio bastante tardio da fase S, sugerindo 
que o momento da replicagao esta relacionado a compactagao do DNA na cromatina. 

Uma vez iniciadas, porem, as forquilhas de replicagao se deslocam em velocidades 
equivalentes pela fase S, de modo que a extensao da condensagao cromossomica parece 
influenciar o momento da iniciagao das forquilhas de replicagao, em vez de sua veloci- 
dade apos ter sido formada. 


Um grande complexo de multiplas subunidades liga-se as origens 
de replicagao de eucariotos 


Tendo visto que um cromossomo eucarioto e replicado usando varias origens de replica¬ 
gao, onde cada uma "dispara” em um determinado momento na fase S do ciclo celular, 
retornamos a natureza dessas origens de replicagao. Neste capitulo, vimos que as origens 
de replicagao foram bem definidas em bacterias como sequencias especificas de DNA 
que atraem as protemas iniciadoras, as quais, por sua vez, formam a maquinaria de re¬ 
plicagao do DNA. Veremos que esse e o caso para a levedura unicelular de brotamento, 
S. cerevisiae; no entanto, parece nao ser o caso da maioria dos outros eucariotos. 

A localizagao de cada origem de replicagao em cada cromossomo foi determinada 
para a levedura de brotamento. O cromossomo em particular mostrado na Figura 5-30 - 
cromossomo III da S. cerevisiae - e um dos menores cromossomos conhecidos, com um 
comprimento de menos de 1/100 do comprimento de um cromossomo humano tipico. 
Suas origens principais estao distanciadas, em media por 30 mil pares de nucleotideos, 
mas apenas um subgrupo dessas origens e usado em uma determinada celula. Apesar 
disso, todo esse cromossomo pode ser replicado em uns 15 minutos. 

A sequencia minima necessaria para promover a iniciagao da replicagao de DNA 
na S. cerevisiae foi determinada pela redugao sucessiva de um segmento de DNA que 
contem uma origem de replicagao, e verificando-se a capacidade desta atuar como 
origem de replicagao em fragmentos cada vez menores. A maioria das sequencias de 
DNA que pode atuar como uma origem contem (1) um sitio de ligagao para uma grande 
protema de iniciagao com multiplas subunidades chamada ORC (complexo de reco- 
nhecimento da origem; do ingles, origin recognition complex ); (2) uma sequencia de 
DNA rica em As e Ts e, portanto, facil de desnaturar; e (3) pelo menos um sitio de ligagao 
para protemas que facilitam a ligagao do ORC, provavelmente pelo ajuste da estrutura 
da cromatina. 

Em bacterias, uma vez que a protema iniciadora esta corretamente ligada a unica 
origem de replicagao, as forquilhas de replicagao parecem seguir de modo quase auto- 
matico. Em eucariotos, a situagao e bastante diferente, porque os eucariotos tern um gra¬ 
ve problema na replicagao dos cromossomos: com tantos locais para iniciar a replicagao, 
como o processo e controlado para assegurar que todo o DNA seja copiado uma vez e 
apenas uma unica vez? 

A resposta esta no modo sequencial com que ocorre a montagem inicial da helica- 
se replicativa nas origens e sua ativagao para iniciar a replicagao do DNA. Essa questao e 
discutida em detalhes no Capitulo 17, onde consideraremos o mecanismo que controla o 
ciclo de divisao celular. Brevemente, durante a fase G 1; as helicases replicativas sao colo- 
cadas no DNA proximas ao ORC, criando um complexo pre-replicativo. A seguir, na pas- 
sagem da fase G x para fase S, as protemas-cinase especializadas se juntam ao complexo e 
ativam as helicases. Isso resulta na abertura da dupla-helice o que permite a montagem 
das demais protemas replicativas, incluindo as DNA-polimerases. 

As protemas-cinase que promovem a replicagao do DNA simultaneamente impe- 
dem a formagao de novos complexos pre-replicativos ate a proxima fase M, quando todo 
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Figura 5-30 As origens da replicagao 
do DNA no cromossomo III da levedu¬ 
ra S. cerevisiae. Este cromossomo, um 
dos menores cromossomos eucarioticos 
conhecidos, contem 180 genes no total. 
Como indicado, ele contem 18 origens 
de replicagao, que sao utilizadas com 
diferentes frequencias. As mostradas em 
vermelho sao normalmente utilizadas 
em menos de 10% das divisoes celulares, 
e as em verde sao empregadas em cerca 
de 90% do tempo. 
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Figura 5-31 Imcio da replicagao do 
DNA em eucariotos. Esse mecanismo as- 
segura que cada origem de replicagao seja 
ativada apenas uma vez por ciclo celular. 
Uma origem de replicagao pode ser utiliza- 
da apenas se urn complexo pre-replicativo 
for formado na fase G v No imcio da fase 
S, cinases especializadas fosforilam Mem, 
ativando-o, e ORC, inativando-o. Urn novo 
complexo pre-replicativo nao pode ser 
formado na origem, ate a celula ter pro- 
gredido a proxima fase G 1# quando o ORC 
ligado sera defosforilado. Observe que as 
helicases Mem de eucariotos movem-se ao 
longo do molde da fita-lider, enquanto a 
helicase bacteriana move-se ao longo do 
molde da fita retardada (ver Figura 5-25). 

A medida que as forquilhas iniciam seu 
movimento, o ORC e deslocado e novos 
ORCs sao rapidamente ligados as origens 
recem-replicadas. 
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o ciclo e reiniciado (detalhes nas p. 974-975). Elas atingem esse objetivo, em parte, pela 
fosforilagao do ORC, produzindo um complexo incapaz de interagir com novas helica¬ 
ses. Essa estrategia fornece uma unica janela de oportunidade para a formagao de novos 
complexos pre-replicativos (fase G l; quando a atividade da cinase esta baixa) e uma se- 
gunda janela para sua ativagao e subsequente dissociagao (fase S, quando a atividade da 
cinase esta alta). Como essas duas fases do ciclo celular sao mutuamente excludentes e 
ocorrem em uma ordem determinada, cada origem de replicagao e ativada apenas uma 
vez durante cada ciclo celular (Figura 5-31). 

As caracterfsticas do genoma humano que determinam as 
origens de replicagao ainda precisam ser descobertas 

Comparada a situagao das leveduras de brotamento, os determinantes das origens de 
replicagao em outros eucariotos tern sido dificeis de descobrir. Foi possivel identificar 
sequencias especificas de DNA humano, cada uma contendo varios milhares de pares 
de nucleotideos de comprimento, que atuam como origens de replicagao. Essas origens 
continuam a atuar quando movidas para diferentes regioes do cromossomo por meio de 
metodos de DNA recombinante, desde que colocadas em uma regiao em que a cromati- 
na esteja pouco condensada. Contudo, comparagbes entre estas sequencias de DNA nao 
revelaram sequencias especificas que marcam as origens de replicagao. 

Apesar disso, um ORC humano, muito similar ao ORC de leveduras, liga-se as ori¬ 
gens de replicagao e inicia a replicagao do DNA em humanos. Diversas protemas que 

































CAPITULO 5 Replicagao, reparo e recombinagao do DNA 261 


atuam no inicio da replicagao em leveduras, da mesma forma, tem fungao fundamental 
tambem em humanos. Portanto, parece que, em linhas gerais, os mecanismos de inicia- 
gao em humanos e leveduras sao semelhantes, mas a estrutura da cromatina, a atividade 
transcricional ou alguma outra propriedade do genoma, alem da sequencia especifica de 
DNA, tem fungao essencial na atragao da ORC para especificar as origens de replicagao 
de mamiferos. Essas teorias podem ajudar a explicar como uma determinada celula de 
mamifero escolhe quais, entre as diversas origens possiveis, deve usar para replicar seu 
genoma e como essa escolha pode diferir de celula para celula. Claramente, ha muito a 
ser descoberto sobre o processo fundamental da iniciagao da replicagao do DNA. 

Novos nucleossomos sao formados atras da forquilha de 
replicagao 

Varios aspectos adicionais da replicagao do DNA sao especificos de eucariotos. Como 
discutido no Capitulo 4, os cromossomos eucarioticos sao compostos por uma mistura 
de partes relativamente iguais de DNA e protemas. A duplicagao cromossomica, por¬ 
tanto, necessita nao apenas da replicagao do DNA, mas tambem da smtese de novas 
protemas cromossomicas e sua associagao ao DNA atras de cada forquilha de replicagao. 
Apesar de estarmos longe de compreender os detalhes desse processo, comegamos a 
entender como a unidade fundamental de compactagao da cromatina, o nucleossomo, 
e duplicada. A celula necessita de uma enorme quantidade de novas protemas histo- 
nas, aproximadamente equivalente em massa ao DNA recem-sintetizado, para formar 
os novos nucleossomos a cada ciclo celular. Por isso, a maioria dos organismos eucario¬ 
tos possui multiplas copias dos genes para cada histona. As celulas de vertebrados, por 
exemplo, possuem cerca de 20 conjuntos de genes repetidos, a maior parte contendo os 
genes que codificam todas as cinco histonas (HI, H2A, H2B, H3 e H4). 

Diferentemente da maior parte das protemas, que sao produzidas de forma conti- 
nua, as histonas sao sintetizadas principalmente na fase S, quando o seu nivel de mRNA 
aumenta cerca de 50 vezes, como resultado do aumento da transcrigao e da redugao da 
degradagao do mRNA. Os principais mRNAs das histonas sao degradados em minutos 
quando a smtese de DNA para ao final da fase S. O mecanismo depende de propriedades 
especiais nas extremidades 3' desses mRNAs, como discutido no Capitulo 7. Em contras- 
te, as protemas histonas sao extremamente estaveis e podem sobreviver por toda a vida 
da celula. A forte relagao entre a smtese de DNA e a smtese de histonas provavelmente 
esta sujeita a um mecanismo de retroalimentagao que monitora o nivel de histonas li- 
vres, assegurando que a quantidade de histonas produzidas se ajuste perfeitamente a 
quantidade de DNA sintetizado. 

A medida que a forquilha de replicagao avanga, ela deve passar sobre os nucleos¬ 
somos parentais. Na celula, a replicagao eficiente requer que os complexos de remodela- 
gem da cromatina (discutidos no Capitulo 4) desestabilizem as interfaces DNA-histonas. 
Com o auxilio desses complexos, as forquilhas de replicagao podem transitar, de manei- 
ra eficiente, mesmo na cromatina altamente condensada. 

A medida que a forquilha de replicagao passa pela cromatina, as histonas sao tem- 
porariamente deslocadas, resultando em uns 600 pares de nucleotideos de DNA nao nu- 
cleossomico em seu rastro. O restabelecimento dos nucleossomos atras da forquilha em 
movimento ocorre de modo curioso. Quando um nucleossomo e atravessado por uma 
forquilha de replicagao, o octamero de histonas parece ser dissociado em um tetramero 
H3-H4 e dois dimeros H2A-H2B (discutidos no Capitulo 4). O tetramero H3-H4 permane- 
ce fracamente associado ao DNA e e distribuido de forma aleatoria a um dos dois duplex- 
-filhos, porem os dimeros H2A-H2B sao completamente dissociados do DNA. Os tetra- 
meros H3-H4 recem-formados sao adicionados ao DNA recem-sintetizado preenchendo 
os “espagos” vazios, e os dimeros H2A-H2B - metade novos e metade originais - sao adi¬ 
cionados aleatoriamente para completar os nucleossomos (Figura 5-32). A formagao dos 
novos nucleossomos atras da forquilha de replicagao traz uma consequencia importante 
para o proprio processo de replicagao. Enquanto a DNA-polimerase 8 sintetiza a fita retar- 
dada (ver p. 253-254), o comprimento de cada fragmento de Okazaki e determinado pelo 
local em que a DNA-polimerase 8 e bloqueada por um nucleossomo recem-formado. 
Esse forte acoplamento entre a duplicagao nucleossomica e a replicagao do DNA explica 
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Figura 5-32 Formagao dos nucleos- 
somos atras da forquilha de replica¬ 
gao. Os tetrameros H3-H4 parentais sao 
distribuidos aleatoriamente as moleculas- 
-filhas de DNA, com aproximadamente 
metade sendo herdado por cada uma. Em 
contraste, os dmneros H2A-H2B sao libe- 
rados do DNA na passagem da forquilha 
de replicagao. Essa liberagao inicia logo a 
frente da forquilha de replicagao e e reali- 
zada pelos complexos de remodelagem da 
cromatina que se movem com a forquilha. 
As chaperonas de histonas (NAP1 e CAF1) 
regeneram o complemento completo 
das histonas as moleculas-filhas usando 
histonas parentais e recem-sintetizadas. 
Embora alguns nucleossomos-filhos pos- 
sam conter apenas histonas parentais ou 
apenas histonas novas, a maioria e hfbrida 
formada por histonas parentais e novas. 
Para simplificar, a dupla-helice de DNA 
e mostrada como uma unica linha em 
vermelho. (Adaptada de J.D. Watson et 
al., Molecular Biology of the Gene, 5 a ed. 
Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 2004.) 



porque os fragmentos de Okazaki em eucariotos (-200 nucleotideos) tern aproximada¬ 
mente o mesmo comprimento da repetigao do nucleossomo. 

A adigao ordenada e rapida dos novos tetrameros H3-H4 e dimeros H2A-H2B atras 
da forquilha de replicagao requer chaperonas de histonas (tambem chamadas d efato- 
res de associagao da cromatina). Esses complexos com varias subunidades ligam-se as 
histonas altamente basicas e as liberam apenas no contexto apropriado. As chaperonas 
de histonas, com suas cargas, sao conduzidas ao DNA recem-replicado pela interagao 
especifica com a cinta deslizante eucariotica, chamada PCNA (ver Figura 5-32). As cintas 
sao deixadas atras da forquilha em movimento e permanecem no DNA por um periodo 
suficiente para que as chaperonas de histonas completem sua fungao. 


A telomerase replica as extremidades dos cromossomos 

Vimos que a smtese da fita retardada na forquilha de replicagao ocorre de modo des- 
continuo, por um mecanismo de “voltar para tras” produzindo pequenos fragmentos de 
DNA. Esse mecanismo encontra um problema especial quando a forquilha de replicagao 
alcanga a extremidade de um cromossomo linear. O iniciador de RNA final, sintetizado 
no molde da fita retardada nao pode ser substituido por DNA porque nao ha uma extre¬ 
midade 3'-OH dispomvel para a polimerase de reparo. Na ausencia de um mecanismo 
para contornar esse problema, o DNA das extremidades de todos os cromossomos seria 
perdido cada vez que uma celula se dividisse. 

As bacterias resolveram esse problema do “final da replicagao” possuindo cromos¬ 
somos formados por moleculas circulares de DNA (ver Figura 5-24). Os eucariotos re¬ 
solvent esse problema de um modo diferente: por meio de sequencias nucleotidicas es- 
peciais nas extremidades dos cromossomos, incorporadas em estruturas denominadas 
teldmeros (discutido no Capitulo 4). Os telomeros content varias repetigoes consecutivas 
de sequencias curtas semelhantes em organismos tao diversos, como protozoarios, fun- 
gos, plantas e mamiferos. Em humanos, a sequencia da unidade de repetigao e GGGTTA, 
sendo repetida aproximadamente mil vezes em cada telomero. 

As sequencias de DNA telomerico sao reconhecidas por protemas ligadoras de 
DNA que reconhecem uma sequencia especifica de DNA e atraem uma enzima, cha¬ 
mada de telomerase, que repoe essas sequencias cada vez que a celula se divide. A te¬ 
lomerase reconhece a extremidade de uma sequencia telomerica de DNA existente e a 
estende na diregao 5'-3', utilizando um molde de RNA que compoe a propria enzima 
para sintetizar novas copias da repetigao (Figura 5-33). A parte enzimatica da telome¬ 
rase se assemelha as transcriptases reversas, protemas que sintetizam DNA usando um 
molde de RNA, embora, nesse caso, o RNA da telomerase contribua tambem com grupos 
funcionais que tornam a catalise mais eficiente. Apos a extensao da fita de DNA paren¬ 
tal pela telomerase, a replicagao da fita retardada na extremidade cromossomica pode 
ser completada pelas enzimas DNA-polimerases convencionais usando essas extensoes 
como molde para a smtese da fita complementar (Figura 5-34). 
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Regiao do RNA 
da telomerase 
usada como molde 


"Palma" - sftio ativo 
da protema telomerase 


Restante do RNA 
da telomerase 


"Dedos" da protema 
telomerase 


Restante do recem-sinte 
cromossomo 


"Polegar" 


Figura 5-33 Estrutura de uma porgao 
da telomerase. A telomerase e um 
grande complexo protefna-RNA. 0 RNA 
(em azul) contem a sequencia-molde para 
a sfntese das novas repetigoes de DNA 
telomerico. A reagao de sfntese propria- 
mente dita e realizada pelo domfnio da 
transcriptase reversa da protefna, mostra- 
do em verde. Uma transcriptase reversa e 
uma forma especial de polimerase que uti- 
liza um molde de RNA para produzir uma 
fita de DNA; uma caracterfstica exclusiva 
da telomerase e que ela carrega seu pro- 
prio molde de RNA. A telomerase tambem 
possui varios outros domfnios proteicos 
(nao mostrados) necessarios a ligagao da 
enzima as extremidades dos cromossomos. 
(Modificada de J. Lingner e T.R. Cech, 

Curr. Opin. Genet. Dev. 8:226-232, 1998. 
Com permissao de Elsevier.) 


Telomeros sao empacotados em estruturas especializadas que 
protegem as extremidades cromossomicas 

As extremidades cromossomicas apresentam um problema adicional as celulas. Como 
veremos na proxima segao deste capitulo, quando um cromossomo sofre uma quebra 
acidental, essa quebra e rapidamente corrigida (ver Figura 5-45). Os telomeros precisam 
ser, obviamente, diferenciados dessas quebras acidentais; caso contrario, a celula iria 
tentar "consertar” os telomeros, provocando fusoes cromossomicas e outras anorma- 
lidades geneticas. Os telomeros possuem diversas caracteristicas que evitam que isso 
ocorra. 

Uma nuclease especializada remove a extremidade 5' de um telomero formando 
uma saliencia na extremidade de fita simples. Essa extremidade - associada as repetigoes 
GGGTTA nos telomeros - atrai um grupo de protemas que formam um tipo de "tampa” 
cromossomica protetora conhecida como shelterina. A shelterina “esconde” os telome¬ 
ros dos detectores de lesoes celulares que monitoram o DNA continuamente. Quando 
os telomeros humanos sao artificialmente entrecruzados e visualizados na microscopia 
eletronica, estruturas conhecidas como “algas-t” sao vistas onde a extremidade do te¬ 
lomero se dobra para tras e se insere na dupla-helice de DNA da sequencia repetida do 
telomero (Figura 5-35). Acredita-se que as algas-t sejam reguladas pela shelterina e for- 
negam uma protegao adicional as extemidades cromossomicas. 
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TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG 
AACCCC 

5 ' x Fita retardada incompleta recem-sintetizada 
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ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG 
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# 5' 

DNA-polimerase 


Figura 5-34 Replicagao do telomero. 

A figura mostra as reagoes envolvidas na 
sfntese das sequences repetidas formadas 
nas extremidades dos cromossomos (telo¬ 
meros) de varios eucariotos. A extremida¬ 
de 3' da fita de DNA parental e alongada 
pela sfntese de DNA a partir de um molde 
de RNA; isso permite que a fita-filha de 
DNA incompleta pareada a ela seja alon¬ 
gada na diregao 5'. Essa fita retardada 
incompleta provavelmente e completada 
pela DNA-polimerase a, que carrega uma 
DNA-primase como uma de suas subuni- 
dades (Animagao 5.6). A sequencia telo- 
merica ilustrada e do ciliado Tetrahymena, 
no qual essas reagoes foram primeiramen- 
te descobertas. 
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Figura 5-35 Alga-t na extremidade 
de um cromossomo de mamifero. 

(A) Micrografia eletronica do DNA na 
extremidade de um cromossomo humano 
na interfase. 0 cromossomo foi fixado, 
desproteinado e artificialmente espessado 
antes da analise. A alga mostrada possui 
aproximadamente 15 mil pares de nucleo- 
tideos. (B) Estrutura da alga-t. A insergao 
da extremidade 3' de fita simples nas repe¬ 
tigoes do duplex e realizada por proteinas 
especializadas que mantem a estrutura. 

(De J.D. Griffith et al.. Cell 97:503-514, 
1999. Com permissao de Elsevier.) 


Figura 5-36 Demonstragao de que as 
celulas de leveduras controlam o com- 
primento de seus teldmeros. Neste ex¬ 
periment©, o telomero, em uma das extre- 
midades de um determinado cromossomo, 
foi artificialmente produzido mais longo 
(a esquerda) ou mais curto (a direita) que 
a media. Apos diversas divisoes celulares, 
o cromossomo recupera-se, mostrando 
um comprimento telomerico medio e uma 
distribuigao de comprimento caracteristica 
dos outros cromossomos na celula. 

Um mecanismo semelhante de retroa- 
limentagao para o controle do compri¬ 
mento dos telomeros foi proposto para as 
celulas germinativas de animais. 


0 comprimento dos telomeros e regulado pelas celulas e pelos 
organismos 

Como os processos de crescimento e encurtamento de cada sequencia telomerica sao 
aproximadamente ajustados em cada celula, uma extremidade cromossomica contem 
um mimero variavel de repetigoes telomericas. Nao e de surpreender que muitas celulas 
tenham mecanismos homeostaticos para manter o numero dessas repetigoes dentro de 
uma faixa limitada (Figura 5-36). 

Na maioria das celulas somaticas em divisao, porem, os telomeros vao sendo en- 
curtados gradualmente e foi proposto que esse encurtamento fornece um mecanismo de 
contagem que ajuda a evitar a proliferagao ilimitada de celulas com desvios, nos tecidos 
adultos. De um modo mais simples, essa ideia implica que nossas celulas somaticas ini- 
ciam a vida embrionaria com um complemento repleto de repetigoes telomericas. Eles, 
entao, vao se desgastando em diferentes niveis nos diferentes tipos celulares. Algumas 
celulas-tronco, especialmente aquelas em tecidos que precisam ser regenerados em 
altas taxas durante a vida - medula ossea ou o revestimento do intestino, por exemplo 
- conservam plenamente a atividade da telomerase. Contudo, em varios outros tipos ce¬ 
lulares, o nivel da telomerase e reduzido de tal modo que a enzima nao pode mais acom- 
panhar a duplicagao cromossomica. Tais celulas perdem de 100 a 200 nucleotideos em 
cada telomero por divisao celular. Apos varias geragoes celulares, as celulas descenden- 
tes herdarao cromossomos que nao possuem a fungao do telomero, e, como resultado 
desse defeito, ativam a resposta a lesoes no DNA, provocando sua retirada permanente 
do ciclo celular e a celula nao mais se divide - um processo chamado senescencia celular 
replicativa (discutida no Capitulo 17). Em teoria, tal mecanismo poderia oferecer alguma 
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seguranga contra a proliferagao celular descontrolada de celulas anormais em tecidos 
somaticos e, assim, auxiliar na protegao contra o cancer. 

A hipotese de que o comprimento do telomero atue como uma “haste de medigao” 
para contar as divisoes celulares e, assim, regular a duragao da vida de uma linhagem 
celular tern sido avaliada de diversas maneiras. Em determinados tipos de celulas hu- 
manas cultivadas em cultura, os resultados experimentais concordam com essa teoria. 
Os fibroblastos humanos normalmente sofrem cerca de 60 divisoes celulares em cultu¬ 
ra antes de sofrerem senescencia celular replicativa. Como a maioria das outras celulas 
somaticas em humanos, os fibroblastos produzem niveis muito baixos de telomerase, e 
seus telomeros sao gradativamente encurtados a cada divisao. Quando a telomerase e 
oferecida aos fibroblastos pela insergao de um gene de telomerase ativo, o comprimento 
do telomero e mantido, e muitas das celulas continuam a proliferar-se indefinidamente. 

Foi proposto que esse tipo de controle da proliferagao celular pode contribuir para 
o envelhecimento de animais, incluindo humanos. Essas ideias tern sido avaliadas pela 
produgao de camundongos transgenicos sem nenhuma telomerase. Os telomeros dos 
cromossomos dos camundongos sao cerca de cinco vezes mais longos que os telomeros 
humanos, e os camundongos devem, portanto, reproduzir-se no minimo tres geragoes 
ate que seus telomeros tenham encurtado ao tamanho normal dos humanos. Nao foi 
surpresa, entao, que as primeiras geragoes de camundongos se desenvolvessem normal¬ 
mente. Porem, camundongos de geragoes posteriores desenvolveram progressivamente 
mais defeitos em alguns tecidos de alta proliferagao. Alem disso, esses camundongos 
apresentaram sinais de envelhecimento prematuro e uma tendencia pronunciada ao de- 
senvolvimento de tumores. Nesses e em outros aspectos, esses camundongos lembram 
humanos com a doenga genetica disceratose congenita . Individuos afetados por essa 
doenga possuem uma copia funcional e outra copia nao funcional do gene da enzima 
RNA-telomerase; eles apresentam um encurtamento prematuro dos telomeros e nor¬ 
malmente morrem por destruigao progressiva da medula ossea. Eles tambem desenvol- 
vem problemas pulmonares e cirrose hepatica, e apresentam anormalidades em varias 
estruturas epidermicas, incluindo pele, foliculos pilosos e unhas. 

As observagoes anteriores demonstram claramente que o controle da proliferagao 
celular pelo encurtamento dos telomeros impoe um risco aos organismos, pois nem todas 
as celulas que comegam a perder as extremidades cromossomicas irao parar de se dividir. 
Algumas aparentemente tornam-se geneticamente instaveis, mas continuam a se dividir e 
geram variantes celulares que podem levar ao cancer. Claramente, a utilizagao do encur¬ 
tamento telomerico como mecanismo de regulagao nao e a prova de falhas, e, assim como 
varios mecanismos nas celulas, parece estabelecer um equlibrio entre risco e beneficio. 

Resumo 

As protemas que iniciam a replicagao do DNA ligam-se a sequencias de DNA na origem 
de replicagao e catalisam aformagao de uma bolha de replicagao com duas forquilhas de 
replicagao que se deslocam em sentidos opostos. O processo inicia quando um complexo 
DNA-proteina iniciadora eformado e subsequentemente acopla uma DNA-helicase ao 
DNA-molde. Outras protemas sao, entao, adicionadas, formando uma “maquinaria dere- 
plicagao” multienzimatica que catalisa a sintese de DNA em cadaforquilha de replicagao. 

Nas bacterias e em alguns eucariotos simples, as origens de replicagao sao deter- 
minadas por sequencias de DNA especificas com apenas algumas centenas de pares de 
nucleotideos. Em outros eucariotos, como os humanos, as sequencias necessarias para de- 
terminar uma origem de replicagao de DNA parecem ser bem menos definidas, e a origem 
pode estender-se por varios milhares de pares de nucleotideos. 

Em geral, as bacterias possuem uma unica origem de replicagao em um cromosso- 
mo circular. Com uma velocidade de mil nucleotideos por segundo, as forquilhas comple- 
tam a replicagao do genoma em menos de 1 hora. A replicagao do DNA eucaridtico ocorre 
em apenas umafase do ciclo celular, afase S. Em eucariotos, aforquilha de replicagao se 
desloca cerca de 10 vezes mais lentamente comparada aforquilha de replicagao de bacte¬ 
rias, e cada cromossomo eucaridtico, muito mais longo, requer diversas origens de repli- 
cagao para completar sua replicagao nafase S, que dura normalmente 8 horas em celulas 
humanas. As diferentes origens de replicagao nos cromossomos eucarioticos sao ativadas 
em uma sequencia determinada, em parte, pela estrutura da cromatina, em que as regibes 
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mais condensadas da cromatina iniciam sua replicagao mais tardiamente. Apos a passa- 
gem daforquilha, a estrutura da cromatina e regenerada pela adigao de novas histonas 
as histonas originais, as quais sao diretamente herdadas em cada molecula-filha deDNA. 

Os eucariotos resolvem o problema da replicagao das extremidades dos seus cro- 
mossomos lineares por meio de uma estrutura especializada na porgao terminal, o telo- 
mero, mantido por uma enzima especial de polimerizagao de nucleotideos chamada de 
telomerase. A telomerase estende uma dasfitas de DNA na extremidade do cromossomo 
utilizando um molde de RNA que e parte integral da enzima, produzindo uma sequencia 
altamente repetida de DNA que caracteristicamente estende-se por milhares de pares de 
nucleotideos em cada extremidade cromossomica. Os telomeros possuem estruturas espe- 
cializadas que os diferenciam de quebras nas extremidades cromossomicas, assegurando 
que nao sejam erroneamente reparados. 

REPARO DO DNA 

A manutengao da estabilidade genetica de um organismo necessaria a sobrevivencia re- 
quer nao apenas um mecanismo extremamente preciso para replicar o DNA, mas tam- 
bem mecanismos para corrigir as diversas lesoes acidentais que ocorrem continuamente 
no DNA. Grande parte das alteragoes espontaneas e temporaria, pois sao imediatamente 
corrigidas por um conjunto de processos chamados coletivamente de reparo do DNA. 
Das dezenas de milhares de alteragoes aleatorias geradas a cada dia no DNA de uma 
celula humana por calor, acidentes metabolicos, radiagoes de varios tipos e exposigao 
a substancias ambientais, apenas algumas alteragoes (menos de 0,02%) acumulam-se 
como mutagoes permanentes na sequencia de DNA. O restante e eliminado com uma 
eficiencia impressionante pelo reparo de DNA. 

A importancia do reparo de DNA e evidenciada pelo enorme investimento que as 
celulas fazem nas enzimas que o realizam: uma enorme porcentagem da capacidade 
codificadora da maioria dos genomas e dedicada exclusivamente as fungoes de reparo 
de DNA. A importancia do reparo do DNA tambem pode ser demonstrada pelo aumento 
da taxa de mutagao que ocorre apos a inativagao de um gene de reparo. Muitas protemas 
de reparo do DNA e os genes que as codificam - que operam em uma grande variedade 
de organismos, incluindo os humanos - foram originalmente identificados em bacterias 
pelo isolamento e caracterizagao de mutantes que apresentavam uma taxa de mutagao 
aumentada, ou uma sensibilidade aumentada a agentes que danificam o DNA. 


^Algumas sindromes humanas hereditarias causadas por defeitos no reparo do DNA 

Nome Fenotipo Enzima ou processo afetado 

MSH2, 3, 6 , MLH1, PMS2 

Cancer de colon 

Reparo de pareamento incorreto 

Xeroderma pigmentoso (XP) grupos A-G 

Cancer de pele, sensibilidade a radiagao 
ultravioleta (UV), anormalidades neurologicas 

Reparo por excisao de nucleotideos 

Smdrome de Cockayne 

Sensibilidade a radiagao UV; anormalidades 
no desenvolvimento 

Reparo por excisao de nucleotideos acoplado 
a transcrigao 

Variante de XP 

Cancer de pele, sensibilidade a radiagao UV 

Sintese translesao pela 

DNA-polimerase v 

Ataxia-telangiectasia (AT) 

Leucemia, linfoma, sensibilidade a raios 7 , 
instabilidade genomica 

Proteina ATM, uma proteina-cinase ativada por 
quebras na fita dupla 

BRCA1 

Cancer de mama e ovario 

Reparo por recombinagao homologa 

BRCA2 

Cancer de mama, ovario e prostata 

Reparo por recombinagao homologa 

Sindrome de Werner 

Envelhecimento prematuro, cancer em varios 
sitios, instabilidade genomica 

Uma 3'-exonuclease acessoria e a DNA- 
helicase usada no reparo 

Sindrome de Bloom 

Cancer em varios sitios, suspensao do 
crescimento, instabilidade genomica 

DNA-helicase necessaria para a recombinagao 

Anemia de Fanconi grupos A-G 

Anormalidades congenitas, leucemia, 
instabilidade genomica 

Reparo de cruzamento interfitas do DNA 

Paciente 46 BR 

Hipersensibilidade a agentes que danificam 
DNA, instabilidade genomica 

DNA-ligase 1 
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Estudos recentes sobre as consequencias da capacidade reduzida de reparo do 
DNA em humanos demonstraram a associagao de diversas doengas com essa capaci¬ 
dade reduzida de reparo (Tabela 5-2). Portanto, vimos anteriormente que defeitos em 
um gene humano cujo produto normalmente atua no reparo de pares de bases mal pa- 
reados, resultantes de erros na replicagao do DNA, podem causar uma predisposigao 
hereditaria a canceres de colon e alguns outros orgaos, devido a uma taxa aumentada de 
mutagoes. Em outra doenga humana, o xeroderma pigmentoso (XP), os indivlduos afe- 
tados apresentam uma sensibilidade extrema a radiagao ultravioleta, pois sao incapazes 
de reparar determinados fotoprodutos no DNA. Esse defeito no reparo resulta em um 
aumento na taxa de mutagao, o que provoca graves lesoes na pele e uma suscetibilidade 
aumentada ao cancer de pele. Finalmente, mutagoes nos genes Brcal e Brca2 compro- 
metem um tipo de reparo de DNA conhecido como recombinagao homologa e sao a cau¬ 
sa do cancer hereditario de mama e ovario. 


Figura 5-37 Resumo das alteragoes 
espontaneas que necessitam de reparo 

do DNA. Os sftios de cada nudeotideo 
modificados por lesoes oxidativas espon¬ 
taneas ( setas em vermelho), ataque hidro- 
Iftico ( setas em azul) e metilagao (setas em 
verde) sao mostrados; a largura da seta 
indica a frequenda relativa de cada evento 
(ver Tabela 5-3). (DeT. Lindahl, Nature 
362:709-715, 1993. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 


Sem o reparo do DNA, as lesoes espontaneas rapidamente 
modificariam as sequences de DNA 

Embora o DNA seja um material bastante estavel - como exigido para o armazenamen- 
to da informagao genetica ele e uma molecula organica complexa suscetivel a altera¬ 
goes espontaneas, mesmo nas condigoes normais da celula, que resultariam em muta¬ 
goes caso nao fossem corrigidas (Figura 5-37 e ver Tabela 5-3). Por exemplo, o DNA de 



Lesoes endogenas no DNA que surgem e sao corrigidas em uma celula 
mamifera diploide em 24 horas 


Lesao no DNA 

Numero de reparos em 24 h 

Hidrolise 

Depurinagao 

18.000 

Depirimidinagao 

600 

Desaminagao da citosina 

100 

Desaminagao da 5 -metilcitosina 

10 


Oxidacao 


8 -oxo guanosina 

1.500 

Pirimidinas com anel saturado (timidina-glicol, hidratos de citosina) 

2.000 

Produtos da peroxidagao de lipideos (MIG, eteno-A, eteno-C) 

1.000 


Metilagao nao enzimatica pela S-adenosilmetionina 


7 -metilguanina 

6.000 

3 -metiladenina 

1.200 

Metilagao nao enzimatica por poliaminas nitrosadas e peptideos 

0 6 -metilguanina 

20-100 


As lesoes do DNA listadas na tabela sao o resultado das reagoes qufmicas normais que ocorrem nas celulas. As celulas 
expostas a agentes quimicos externos e a radiagao sofrem lesoes no DNA em um numero maior e de muitas outras 
formas. (DeT. Lindahl e D.E. Barnes, Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 65:127-133, 2000.) 
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cada celula humana perde cerca de 18 mil purinas (adenina e guanina) todos os dias 
em fungao da hidrolise das ligagoes iV-glicosil a desoxirribose, uma reagao espontanea 
denominada depurinagao. Similarmente, uma desaminagao espontanea da citosina 
para uracila no DNA ocorre a uma proporgao de aproximadamente 100 bases por celula 
por dia (Figura 5-38). As bases do DNA tambem sao danificadas ocasionalmente por 
metabolitos reativos produzidos na celula, incluindo as formas reativas do oxigenio e o 
doador de alta energia S-adenosilmetionina, ou pela exposigao a produtos quimicos no 
ambiente. Da mesma forma, a radiagao ultravioleta do sol pode produzir uma ligagao 
covalente entre duas pirimidinas adjacentes no DNA, formando, por exemplo, dime- 
ros de timina (Figura 5-39). Caso nao fossem corrigidas, quando o DNA foi replicado, 
grande parte dessas alteragoes resultaria na delegao de um ou de mais pares de bases 
ou na substituigao de um par de bases na cadeia-filha de DNA (Figura 5-40). As muta- 
goes seriam propagadas em todas as geragoes celulares subsequentes. Uma proporgao 
tao alta de alteragoes aleatorias na sequencia de DNA fatalmente teria consequencias 
desastrosas. 

A dupla-helice de DNA e corrigida imediatamente 

A estrutura de dupla-helice do DNA e perfeitamente adequada para o reparo, pois pos- 
sui duas copias separadas de toda a informagao genetica - uma em cada fita. Portan- 
to, quando uma das fitas e danificada, a fita complementar possui uma copia intacta da 
mesma informagao, sendo normalmente usada para restaurar a sequencia nucleotidica 
correta na fita danificada. 

Uma indicagao da importancia de uma helice de fita dupla para o armazenamento 
seguro da informagao genetica e que todas as celulas a utilizam; apenas uns poucos virus 
utilizam uma fita simples de DNA ou de RNA como material genetico. Os tipos de proces¬ 
ses de reparo descritos nesta segao nao atuam nesses acidos nucleicos, e, uma vez dani- 
ficados, a chance de ocorrer uma alteragao nucleotidica permanente nesses genomas de 
fita simples e muito alta. Parece que apenas organismos com genomas muito pequenos 
(e, portanto, alvos minimos para lesoes no DNA) podem codificar sua informagao gene¬ 
tica em uma outra molecula que nao uma dupla-helice de DNA. 
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Figura 5-38 Depurinagao e desaminagao. Essas reagoes sao duas das reagoes quimicas espontaneas mais frequentes que produzem serias lesoes 
no DNA da celula. A depurinagao pode remover a guanina (como mostrado) e a adenina do DNA. 0 principal tipo de reagao de desaminagao con- 
verte a citosina a uma base alterada, a uracila (ilustrada aqui), mas a desaminagao tambem pode ocorrer em outras bases. Essas reagoes ocorrem na 
dupla-helice de DNA; por convenience, apenas uma fita e mostrada. 



















CAPITULO 5 Replicagao, reparo e recombinagao do DNA 269 


Figura 5-39 Tipo mais comum de dimero de timina. Esse tipo de lesao ocorre no 
DNA de celulas expostas a radiagao ultravioleta (como a luz do sol). Um dimero seme- 
Ihante tambem pode ser formado entre duas bases pirimidicas quaisquer (C ou T) presen- 
tes no DNA. 

Uma lesao no DNA pode ser removida por mais de uma via 

As celulas possuem multiplas vias para o reparo do DNA, usando diferentes enzimas 
que atuam em diferentes tipos de lesoes. A Figura 5-41 apresenta duas das vias mais co- 
muns. Em ambas, a lesao e removida, a sequencia de DNA original e restaurada por uma 
DNA-polimerase que utiliza a fita nao danificada como molde, e a quebra resultante na 
dupla-helice e ligada pela DNA-ligase (ver Figura 5-12). 

As duas vias diferem na maneira pela qual a lesao e removida do DNA. A primeira 
via, denominada reparo por excisao de bases, envolve uma bateria de enzimas deno- 
minadas DNA-glicosilases, cada uma capaz de reconhecer um tipo especifico de base 
alterada no DNA e de catalisar sua remogao hidrolitica. Existem pelo menos seis tipos 
dessas enzimas, incluindo as que removem Cs desaminados, As desaminados, diferen¬ 
tes tipos de bases alquiladas ou oxidadas, bases com aneis rompidos e bases nas quais a 
ligagao dupla carbono-carbono foi acidentalmente convertida em uma ligagao simples 
entre os carbonos. Como a base alterada e detectada no contexto da dupla-helice? Uma 
etapa-chave e a projegao do nucleotideo alterado para fora da helice, em um processo 
mediado por enzimas que permite que a DNA-glicosilase procure uma lesao em todas 
as faces da base (Figura 5-42). Acredita-se que essas enzimas deslocam-se pelo DNA 
usando a projegao das bases para avaliar a situagao de cada par de bases. Uma vez reco- 
nhecida a lesao, a enzima remove a base do agucar. 

A "lacuna” criada pela agao da DNA-glicosilase e reconhecida por uma enzima 
chamada endonuclease AP (AP para apurica ou apirimidica , e endo para indicar que a 
nuclease cliva dentro da cadeia polinucleotidica), que cliva a cadeia principal fosfodi- 
ester, depois do qual a lacuna resultante e corrigida (ver Figura 5-41A). A depurinagao, 
o tipo de lesao mais frequente sofrido pelo DNA, tambem gera uma desoxirribose sem 
uma base. As depurinagoes sao diretamente corrigidas comegando pela AP nuclease, 
seguida pela metade inferior da via mostrada na Figura 5-41A. 

A segunda principal via de reparo e chamada de reparo por excisao de nucleo¬ 
tideos. Esse mecanismo pode corrigir uma lesao causada por praticamente qualquer 
alteragao volumosa na estrutura da dupla-helice de DNA. Essas "lesoes volumosas” in- 
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Figura 5-40 Como as modificagdes quimicas dos nucleotideos produzem mutagoes. (A) A desaminagao da citosina, se nao for corrigida, resulta 
na substituigao de uma base por outra na replicagao do DNA. Como mostrado na Figura 5-38, a desaminagao da citosina produz uracila. A uracila dife- 
re da citosina nas propriedades de pareamento e forma par de base preferencialmente com a adenina. A maquinaria de replicagao do DNA, portanto, 
ira adicionar uma adenina quando encontrar uma uracila na fita-molde. (B) A depurinagao pode resultar na perda de um par de nucleotideos. Quando 
a maquinaria da replicagao encontra uma purina ausente na fita-molde, ela pode passar para o proximo nucleotideo completo, como ilustrado aqui, 
produzindo uma delegao nucleotidica na fita recem-sintetizada. Muitos outros tipos de lesoes no DNA (ver Figura 5-37), se nao forem corrigidos, pro¬ 
duzem mutagoes no momento da replicagao do DNA. 
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(A) REPARO POR EXCISAO DE BASES 
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Figura 5-41 Comparagao entre as duas principals vias de reparo do DNA. (A) Reparo por excisao de bases. Essa via inicia com uma DNA- 
-glicosilase. A enzima uracila DNA-glicosilase remove uma citosina acidentalmente desaminada no DNA. Apos a atuagao dessa glicosilase (ou outra 
glicosilase que reconhega um tipo diferente de lesao), a porgao de agucar-fosfato do residuo que sofreu perda da base e clivada do DNA pela agao 
sequencial da endonuclease AP e de uma fosfodiesterase. (Essas mesmas enzimas iniciam diretamente o reparo de sitios depurinados). 0 intervalo 
de um unico nucleotideo e, por sua vez, preenchido pela DNA-polimerase e pela DNA-ligase. 0 resultado final e que a base U acidentalmente criada 
por desaminagao foi restaurada a C. A endonuclease AP e chamada assim porque reconhece qualquer sitio na helice de DNA que contenha um 
agucar desoxirribose com ausencia da base; esses sftios podem surgir pela perda de uma purina (sftios apurfnicos) ou pela perda de uma pirimidina 
(sftios apirimidinicos). (B) Reparo por excisao de nucleotideos. Em bacterias, apos a detecgao de uma lesao como um dfmero de pirimidina (ver Figura 
5-39) por um complexo multienzimatico ocorre uma clivagem em cada lado da lesao, e uma DNA-helicase associada remove todo o segmento de 
fita danificada. A maquinaria de reparo por excisao produz um intervalo de 12 nucleotideos em bacterias, como mostrado. Em humanos, uma vez 
reconhecida a lesao, uma helicase e recrutada para desenrolar a duplex de DNA localmente. A seguir, a nuclease de excisao entra e cliva nos dois 
lados da lesao, produzindo um intervalo de cerca de 30 nucleotideos. A maquinaria de reparo por excisao de nucleotideos, tanto de bacterias como 
de humanos, pode reconhecer e corrigir diversos tipos de lesoes no DNA. 


cluem aquelas produzidas pela ligagao covalente de bases do DNA aos hidrocarbonetos 
(como o carcinogeno benzopireno, encontrado na fumaga do tabaco, alcatrao e exaustao 
do diesel) e os varios dimeros de pirimidina (T-T, T-C e C-C) causados pela luz do sol. 
Nessa via, um enorme complexo multienzimatico verifica o DNA a procura de distor- 
goes na dupla-helice, em vez de uma alteragao especifica de bases. Uma vez encontrada 
uma lesao, a cadeia fosfodiester da fita anormal e clivada nos dois lados da distorgao, e 
a DNA-helicase remove o oligonucleotideo de fita simples contendo a lesao. O intervalo 
produzido na helice de DNA e, entao, corrigido pela DNA-polimerase e pela DNA-ligase 
(ver Figura 5-4 IB). 

Uma alternativa aos processos de reparo por excisao de bases e de nucleotideos e 
usar a quimica reversa da lesao de DNA, e essa estrategia e seletivamente utilizada para a 
remogao rapida de determinadas lesoes altamente mutagenicas ou toxicas. Por exemplo, 
a lesao de alquilagao 0 6 -metilguanina tern o grupo metila removido pela transference 
direta a um residuo de cistema na propria protema de reparo, que e destruida na reagao. 
Em outro exemplo, grupos metil nas lesoes de alquilagao 1-metiladenina e 3-metilcito- 
sina sao removidos por uma demetilase dependente de ferro, que libera formaldeido a 
partir do DNA metilado e regenera a base original. 
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Figura 5-42 Reconhecimento de um 
nucleotideo incomum no DNA pela 
torgao da base. A famflia de enzimas 
DNA-glicosilases reconhece bases ina- 
propriadas especificas na conformagao 
mostrada. Cada uma dessas enzimas cliva 
a ligagao glicosidica que une uma base de- 
terminada (amarelo) a cadeia principal de 
agucar-fosfato, removendo-a do DNA. 

(A) Modelo de varetas; (B) modelo de 
preenchimento espacial. 


transcrigao garante que o DNA mais importante da celula seja 
corrigido de maneira eficiente 

Todo o DNA celular e constantemente monitorado para verificagao de lesoes, e os me- 
canismos de reparo descritos aqui atuam em todas as partes do genoma. Contudo, as 
celulas tern uma maneira de direcionar o reparo as sequencias de DNA em que ele e mais 
urgentemente necessario. Isso ocorre pelo acoplamento da RNA-polimerase, a enzima 
que transcreve DNA em RNA na primeira etapa da expressao genica, a via de reparo por 
excisao de nucleotideos. Como discutido anteriormente, esse sistema de reparo pode 
corrigir varios tipos diferentes de lesoes no DNA. A RNA-polimerase "para” nas lesoes de 
DNA e, por meio de protemas acopladoras, direciona a maquinaria de reparo a esses si- 
tios. Nas bacterias, onde os genes sao relativamente pequenos, a RNA-polimerase parada 
pode ser dissociada do DNA, o reparo no DNA ocorre, e o gene e transcrito novamente 
a partir do imcio. Nos eucariotos, onde os genes podem ser imensos, uma reagao mais 
complexa e usada para "dar suporte” a RNA-polimerase, reparar a lesao e reiniciar a po- 
limerase. 

A relevancia do acoplamento de transcrigao ao reparo por excisao e demonstrado 
em individuos com sindrome de Cockayne, que e causada por um defeito no acopla¬ 
mento. Esses individuos apresentam retardo de crescimento, anormalidades esquele- 
ticas, retardo neural progressive e uma grave sensibilidade a luz solar. A maioria desses 
problemas parece surgir das moleculas de RNA-polimerase que ficaram permanente- 
mente estacionarias nos sitios de lesoes no DNA onde se localizam genes importantes. 

A qufmica das bases do DNA facilita a deteegao das lesoes 

A dupla-helice de DNA parece ter sido construida para o reparo. Como visto anterior¬ 
mente, ela content uma copia extra de toda informagao genetica. Igualmente importan¬ 
te, a natureza das bases do DNA tambem facilita a diferenciagao entre bases normais e 
danificadas. Por exemplo, todo evento de desaminagao possivel no DNA produz uma 
base "nao natural” que pode ser prontamente reconhecida e removida por uma DNA- 
-glicosilase especifica. A hipoxantina, por exemplo, e a purina mais simples capaz de 
pareamento especifico com C, porem a hipoxantina e o produto de desaminagao de 
A (Figura 5-43A). A adigao de um segundo grupo amino a hipoxantina produz G, que 
nao pode ser formada a partir de A por desaminagao espontanea e cujo produto de desa¬ 
minagao (xantina) tambem e unico. 

Como discutido no Capitulo 6, acredita-se que o RNA, em termos evolutivos, tenha 
sido o material genetico anterior ao DNA, e parece provavel que o codigo genetico tenha 
sido inicialmente formado pelos quatro nucleotideos A, C, G e U. Isso suscita a questao 
de por que o U no RNA foi substituido no DNA por T (que e 5-metiluracila). Vimos que 
a desaminagao espontanea de C o converte em U, e que esse evento gera um produto 
relativamente inofensivo para a uracila DNA-glicosilase. Porem, se o DNA contivesse U 



O acoplamento do reparo por excisao de nucleotideos a 
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BASES NATURAIS DO DNA 


BASES NAO NATURAIS DO DNA 



Adenina 






Figura 5-43 Desaminagao dos nucleotideos do DNA. Em cada caso, o atomo de oxigenio adicionado a 
essa reagao com a agua e mostrado em vermelho. (A) Os produtos da desaminagao espontanea de A e G sao 
reconhecidos como incomuns no DNA, sendo prontamente reconhecidos e corrigidos. A desaminagao de C para 
U tambem foi ilustrada na Figura 5-38; T nao possui urn grupo amino para ser removido. (B) Cerca de 3% dos 
nucleotideos C no DNA de vertebrados sao metilados para auxiliar no controle da expressao genica (discutida no 
Capitulo 7). Quando esses nucleotideos 5-metil C sao acidentalmente desaminados, eles formam o nucleotideo 
natural T. Porem, esse T forma par com urn G na fita oposta, produzindo urn pareamento incorreto. 
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como base natural, o sistema de reparo seria incapaz de distinguir um C desaminado de 
uma base U de ocorrencia natural. 

Uma situagao especial ocorre no DNA de vertebrados, em que determinados 
nucleotideos C sao metilados em sequencias CG especificas e associadas a genes 
inativos (discutidos no Capitulo 7). A desaminagao acidental desses nucleotideos 
C metilados produz o nucleotideo natural T (Figura 5-43B) em um pareamento in- 
correto com um G na fita de DNA oposta. Para auxiliar no reparo de nucleotideos C 
desaminados, uma DNA-glicosilase especial reconhece o par de bases pareado de 
forma incorreta envolvendo T na sequencia T-G e o remove. Contudo, esse mecanis- 
mo de reparo de DNA e relativamente ineficiente, pois os nucleotideos C metilados 
sao sitios muito comuns de mutagao no DNA de vertebrados. E interessante observar 
que, apesar de apenas cerca de 3% dos nucleotideos C serem metilados no DNA de 
humanos, as mutagoes nesses nucleotideos metilados respondem por cerca de um 
tergo das mutagoes de ponto (envolvendo uma unica base) observadas nas doengas 
hereditarias humanas. 

DNA-polimerases translesao especiais sao usadas em 
emergencias 

Se o DNA celular estiver extremamente danificado, os mecanismos de reparo discutidos 
anteriormente em geral nao serao suficientes para corrigi-lo. Nesses casos, uma estrate- 
gia diferente, que implica risco a celula, e utilizada. As DNA-polimerases replicativas al- 
tamente precisas param quando encontram um DNA danificado, e, em emergencias, as 
celulas empregam polimerases de reserva, versateis, porem menos precisas, conhecidas 
como polimerases translesao , para replicar durante a lesao do DNA. 

As celulas humanas possuem sete polimerases translesao, algumas das quais 
capazes de reconhecer um tipo especifico de lesao no DNA e adicionar corretamente 
o nucleotideo necessario para restaurar a sequencia inicial. Outras fazem “boas adi- 
vinhagoes" especialmente quando a base do molde foi muito danificada. Essas enzi- 
mas nao sao tao precisas como as polimerases replicativas normais quando copiam 
uma sequencia normal de DNA. Por exemplo, as polimerases translesao nao possuem 
atividade de corregao de leitura e sao muito menos criteriosas do que as polimerases 
replicativas na escolha do nucleotideo a ser inicialmente incorporado. Possivelmente 
por essa razao, essas polimerases translesao sao capazes de adicionar apenas um ou 
uns poucos nucleotideos antes que a polimerase replicativa de alta precisao continue 
a sintese de DNA. 

Apesar de sua utilidade em permitir a replicagao de DNA muito danificado, es¬ 
sas polimerases translesao impoem riscos a celula, como mencionado anteriormente. 
Elas sao provavelmente responsaveis pela maioria das mutagoes de substituigao de ba¬ 
ses e delegao de um unico nucleotideo que se acumulam nos genomas. Embora geral- 
mente produzam mutagoes quando o DNA danificado e copiado (ver Figura 5-40) elas 
provavelmente tambem originem mutagoes - em menor nivel - no DNA nao danifica¬ 
do. Obviamente, e importante que essas polimerases sejam fortemente reguladas pela 
celula, sendo liberadas somente nos sitios da lesao no DNA. Como isso ocorre exata- 
mente para cada polimerase translesao ainda precisa ser elucidado, porem um modelo 
conceitual e apresentado na Figura 5-44. O principio desse modelo se aplica a varios 
processos de reparo de DNA discutidos neste capitulo: como as enzimas que realizam 
essas reagoes sao potencialmente perigosas para o genoma, elas devem ser recrutadas 
somente nos sitios danificados. 

Quebras na fita dupla sao corrigidas de maneira eficiente 

Um tipo de lesao no DNA potencialmente perigosa ocorre quando as duas fitas da du- 
pla-helice sao quebradas, nao havendo uma fita molde intacta para o reparo. As quebras 
desse tipo sao causadas por radiagao ionizante, erros na replicagao, agentes oxidantes 
e alguns outros metabolitos produzidos pela celula. Se essas lesoes nao forem corrigi- 
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Figura 5-44 As DNA-polimerases 
translesao podem utilizar moldes 
danificados. De acordo com este modelo, 
uma polimerase replicativa estacionaria em 
um sftio de DNA danificado e reconhecida 
pela celula como uma situagao que precisa 
de resgate. Enzimas especializadas modifi- 
cam de modo covalente a cinta deslizante 
(normalmente ela e ubiquitinada - ver 
Figura 3-69) que libera a DNA-polimerase 
replicativa e, com o DNA danificado, 
atraem a polimerase translesao especffica 
para o tipo de lesao. Uma vez que o DNA 
danificado e ultrapassado, a modificagao 
covalente da cinta e removida, a polimera¬ 
se translesao e dissociada e a polimerase 
replicativa volta a atuar. 



Modificagoes covalentes 
da cinta quando a 
polimerase encontra a 
lesao no DNA 




Remogao das modificagoes covalentes, reposicionamento 
da DNA-polimerase replicativa, continuagao da sintese de DNA 


das, rapidamente resultarao na degradagao dos cromossomos em fragmentos menores 
e na perda de genes na divisao celular. Contudo, dois mecanismos distintos foram de- 
senvolvidos para tratar esse tipo de lesao (Figura 5-45). O mais facil de entender e a 
ligacao de extremidades nao homologas, em que as extremidades da quebra sao sim- 
plesmente justapostas e religadas, geralmente com a perda de nucleotideos no sitio da 
ligagao (Figura 5-46). Esse mecanismo de ligagao de extremidades, que pode ser visto 
como uma solugao "rapida e suja" para o reparo de quebras nas duas fitas, e uma res- 
posta comum nas celulas somaticas de mamiferos. Apesar de causar uma alteragao na 
sequencia de DNA (uma mutagao) no local da quebra, pouco do genoma de mamiferos 
e essencial para a vida, e esse mecanismo parece ser uma solugao aceitavel para o pro- 
blema de religar cromossomos “quebrados" Quando um individuo atinge 70 anos, uma 
celula somatica tipica contem mais de 2 mil dessas "cicatrizes" distribuidas pelo geno¬ 
ma, representando sitios em que o DNA foi reparado de modo impreciso pela ligagao 
de extremidades nao homologas. Entretanto, a ligagao de extremidades nao homologas 
apresenta um outro perigo: como aparentemente nao ha um mecanismo que assegu- 
re que as duas extremidades ligadas estavam originalmente proximas no genoma, essa 
ligagao pode, por vezes, gerar rearranjos em que um cromossomo quebrado seja liga- 
do covalentemente a um outro. Como resultado, podemos ter cromossomos com dois 
centromeros ou cromossomos sem nenhum centromero; os dois tip os de cromossomos 
defeituosos sao segregados de forma incorreta na divisao celular. Como discutido ante- 
riormente, a estrutura especializada dos telomeros preserva as extremidades naturais 
dos cromossomos e evita que sejam confundidas com quebras no DNA e "reparadas" 
dessa maneira. 

Um tipo mais preciso de reparo de quebras na fita dupla ocorre no DNA recem-sin- 
tetizado (Figura 5-45B). Nesse caso, o DNA e reparado usando a cromatide-irma como 
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Figura 5-45 Dois modos de corrigir 
quebras de fita dupla do DNA. 

(A) A ligagao de extremidades nao 
homologas altera a sequencia de DNA 
original quando corrige um cromossomo 
quebrado. A degradagao inicial das extre¬ 
midades da quebra e importante porque 
os nucleotideos no local da quebra inicial 
geralmente foram danificados e nao po- 
dem ser ligados. A ligagao de extremida¬ 
des nao homologas normalmente ocorre 
antes das celulas duplicarem seu DNA. 

(B) 0 reparo de quebras de fita dupla por 
recombinagao homologa e mais diffcil de 
ser realizado, porem regenera a sequencia 
original de DNA. Normalmente ocorre 
apos a replicagao do DNA (quando um 
duplex molde esta disponivel), porem an¬ 
tes da celula dividir-se. Detalhes da via da 
recombinagao homologa sao apresentados 
na segao seguinte (ver Figura 5-48). 


molde. A reagao e um exemplo de recombinagao homologa, considerada mais adiante 
neste capitulo. A maior parte dos organismos emprega tanto a ligagao de extremidades 
nao homologas como a recombinagao homologa para reparar quebras de fita dupla no 
DNA. A ligagao nao homologa predomina em humanos; a recombinagao homologa so- 
mente e usada durante e logo apos a replicagao de DNA (nas fases S e G 2 ) ; quando as 
cromatides-irmas estao dispomveis para servirem como moldes. 

As lesoes no DNA retardam a progressao do ciclo celular 

Vimos que as celulas possuem varios sistemas de enzimas capazes de reconhecer e re¬ 
parar varios tipos de lesoes no DNA (Animagao 5.7). Devido a importancia de manter 
o DNA intacto, nao danificado de geragao a geragao, as celulas eucarioticas possuem 
um mecanismo adicional que maximiza a eficiencia das enzimas de reparo do DNA: ele 
promove a suspensao da progressao do ciclo celular ate que o reparo seja completado. 


Quebra de fita dupla no DNA 
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1 RECONHECIMENTO DAS 
EXTREMIDADES PELOS 
HETERODIMEROS Ku 



| PROTEINAS ADICIONAIS 


I PROCESSAMENTO DAS 
▼ EXTREMIDADES DO DNA 



| SINTESE LIMITADA DO REPARO 
| LIGAgAO 


O DNA corrigido geralmente sofreu 
uma delegao de nucleotideos 
(A) 



(B) 


Figura 5-46 Ligagao de extremidades 
nao homologas. (A) A principal fungao 
e realizada pela proteina Ku, um hetero- 
dimero que segura as extremidades dos 
cromossomos quebrados. As proteinas 
adicionais mostradas sao necessarias para 
manter as extremidades unidas enquanto 
sao processadas e finalmente ligadas de 
forma covalente. (B) Estrutura tridimensio¬ 
nal do heterodimero Ku ligado a extremi- 
dade de um fragmento de um duplex de 
DNA. A proteina Ku tambem e essencial 
para a jungao V(D)J, um processo de re¬ 
combinagao especifico para a geragao da 
diversidade de anticorpos e receptores de 
celulas T durante o desenvolvimento das 
celulas B e T (discutido no Capitulo 24). 

A jungao V(D)J e a ligagao de extremidades 
nao homologas apresentam diversas se- 
melhangas no mecanismo, mas a primeira 
fundamenta-se em quebras especificas 
na fita dupla produzidas deliberadamente 
pela celula. (B, de J.R. Walker, R.A. Corpi- 
na, e J. Goldberg, Nature 412:607-614, 
2001. Com permissao de Macmillan Pu¬ 
blishers Ltd.) 
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Como sera discutido em detalhes no Capitulo 17, a progressao ordenada do ciclo celular 
e suspensa se uma lesao no DNA for detectada, e reinicia somente apos sua corregao. 
Dessa forma, nas celulas de mamiferos, a presenga de DNA danificado pode bloquear a 
progressao da fase G x para a fase S, retardar a fase S, uma vez que ja tenha sido iniciada, 
e bloquear a transigao da fase G 2 para a fase M. Esses atrasos auxiliam o reparo do DNA, 
fornecendo o tempo necessario para que a corregao seja completada. 

As lesoes no DNA tambem resultam em um aumento da smtese de algumas en- 
zimas de reparo do DNA. Essa resposta depende de protemas de sinalizagao especiais 
que percebem as lesoes no DNA e aumentam as enzimas de reparo adequadas. A im- 
portancia desse mecanismo e revelada pelo fenotipo de individuos que nasceram com 
defeitos nos genes que codificam a protema ATM. Esses individuos possuem a doenga 
ataxia-telangiectasia (AT), cujos sintomas incluem neurodegeneragao, predisposigao ao 
cancer e instabilidade genomica. A protema ATM e uma cinase volumosa, envolvida na 
geragao de sinais intracelulares que soam o alarme em resposta a diversos tipos de le¬ 
soes espontaneas no DNA (ver Figura 17-62), e individuos com defeitos nessa protema 
sofrem os efeitos das lesoes nao corrigidas no seu DNA. 

Resumo 

A informagao genetica so pode ser armazenada de modo estavel nas sequencias de DNA 
devido a um grande grupo de enzimas de reparo do DNA que continuamente verificam o 
DNA e substituem qualquer nucleotideo danificado. A maioria dos tipos de reparo do DNA 
depende da presenga de uma copia separada da informagao genetica em cada uma das 
duas fitas da dupla-helice de DNA. Portanto, uma lesao acidental em umafita pode ser re- 
movida por uma enzima de reparo, e a fita correta e ressintetizada, tendo como referenda 
a informagao contida na fita nao danificada. 

A maior parte das lesoes nas bases de DNA e removida por uma das duas principals 
vias de reparo. No reparo por excisao de bases, a base alterada e removida pela enzima 
DNA-glicosilase, seguida pela excisao do agucar-fosfato resultante. No reparo por excisao 
de nucleotideos, uma pequena porgao da fita deDNA que flanqueia a lesao e removida da 
dupla-helice como um oligonucleotideo. Em ambos os casos, o intervalo deixado na helice 
de DNA e preenchido pela agao sequencial de DNA-polimerase e DNA-ligase, utilizando 
a fita de DNA nao danificada como molde. Alguns tipos de lesoes no DNA podem ser re¬ 
parados por uma estrategia diferente - a reversao quimica direta da lesao - realizada por 
protemas de reparo especializadas. Quando o dano no DNA e muito grave, uma classe 
especial de DNA-polimerases nao precisas, chamadas de polimerases translesao, e empre- 
gada para passar sobre a lesao, permitindo que a celula sobreviva, mas, algumas vezes, 
produz mutagoes permanentes nos locals da lesao. 

Outros sistemas criticos de reparo - com base nos mecanismos de ligagao de extre- 
midades nao homologas e recombinagao homologa - unem quebras acidentais nas duas 
fitas que ocorrem na helice de DNA. Na maioria das celulas, um nivel elevado de lesoes no 
DNA provoca um retardo no ciclo celular, que assegura que o DNA danificado seja corrigi- 
do antes de ocorrer a divisao celular. 

recombinacAo homOloga 

Nas duas segoes anteriores, abordamos os mecanismos que permitem que as sequencias 
de DNA das celulas sejam mantidas de geragao a geragao com pouquissimas alteragoes. 
Nesta segao, iremos explorar em detalhes um dos mecanismos de reparo de DNA, um 
grupo diverso de reagoes conhecidas como recombinagao homologa. Uma caracteristi- 
ca fundamental da recombinagao homologa (tambem chamada recombinagao geral) 
e uma troca de fitas do DNA entre um par de sequencias de DNA de duplex homolo¬ 
gos, isto e, segmentos de dupla-helice com sequencias nucleotidicas semelhantes ou 
identicas. Essa troca permite que um segmento do duplex de DNA atue como um molde 
para recuperar uma informagao perdida ou danificada em um outro segmento de um 
duplex de DNA. Como o molde para o reparo nao esta limitado a fita complementar da 
fita que contem a lesao, a recombinagao homologa pode corrigir imimeros tipos de le¬ 
soes no DNA. Por exemplo, ela e a principal via para restaurar com precisao as quebras 
de fita-dupla, como mencionamos na segao anterior (ver Figura 5-45B). As quebras de 
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fita dupla resultam de radiagao ou compostos quhnicos reativos; na maioria das vezes, 
no entanto, sao causadas por forquilhas de replicagao estacionarias ou quebradas, sem 
nenhuma relagao com qualquer causa externa. A recombinagao homologa corrige com 
precisao esses acidentes, e, como eles ocorrem em quase todos os ciclos de replicagao do 
DNA, esse mecanismo de reparo e essencial para todas as celulas em proliferagao. A re¬ 
combinagao homologa e talvez o mecanismo de reparo do DNA mais versatil dispomvel 
na celula; a natureza "universal” do reparo por recombinagao provavelmente explica por 
que esses mecanismos e as protemas que o realizam foram conservados em praticamen- 
te todas as celulas na Terra. 

Alem disso, veremos que a recombinagao homologa tern uma fungao especial em 
organismos com reprodugao sexuada. Durante a meiose, ela catalisa uma etapa-chave 
na produgao dos gametas (espermatozoide e ovulo) - a troca ordenada de porgoes de 
informagoes genetica entre os cromossomos homologos (materno e paterno), criando 
novas combinagoes de sequencias de DNA nos cromossomos que serao transmitidos a 
progenie. 

A recombinagao homologa possui caracterfsticas comuns em 
todas as celulas 

O entendimento atual da recombinagao homologa como um mecanismo critico no repa¬ 
ro do DNA em todas as celulas evoluiu lentamente desde sua descoberta original como 
componente-chave no processo especializado da meiose de plantas e animais. O reco- 
nhecimento subsequente de que a recombinagao homologa tambem ocorre em orga¬ 
nismos unicelulares tornou-a muito mais receptiva a analise molecular. Assim, muito do 
que se sabe sobre a bioquimica da recombinagao genetica foi originalmente derivado de 
estudos realizados em bacterias, especialmente E. coli e seus virus, bem como de experi¬ 
ments em eucariotos simples como as leveduras. No caso desses organismos com tem¬ 
pos de geragao curtos e genomas relativamente pequenos, foi possivel isolar um grande 
numero de mutantes com defeitos nos processos de recombinagao. A protema alterada 
em cada mutante foi identificada e sua bioquimica foi estudada. Os parentes proximos 
dessas protemas foram encontrados em eucariotos mais complexos, como moscas, ca- 
mundongos e em humanos, e, mais recentemente, foi possivel analisar de forma direta a 
recombinagao homologa tambem nestas especies. Esses estudos revelaram que os pro¬ 
cessos fundamentais que promovem a recombinagao homologa sao comuns a todas as 
celulas. 

A recombinagao homologa e dirigida pelas interagoes de 
pareamento de bases do DNA 

O principio da recombinagao homologa e que ela ocorre apenas entre dois duplex de 
DNA com extensas regioes de sequencias similares (homologia). Nao e de surpreender, 
portanto, que o pareamento de bases seja responsavel por esse requerimento, e os dois 
duplex de DNA que sofrem a recombinagao homologa "testam” suas sequencias com a 
do outro pelo extensivo pareamento de bases entre a fita simples de uma helice de DNA 
e a fita simples complementar da outra. O pareamento nao precisa ser perfeito, mas deve 
ser muito proximo para que ocorra a recombinagao homologa. 

Na sua forma mais simples, esse tipo de interagao de pareamento de bases pode 
ser mimetizado em tubo de ensaio, permitindo-se que uma dupla-helice de DNA 
possa ser formada novamente a partir de suas fitas simples. Esse processo, chamado 
de renaturagao do DNA ou hibridizagao, ocorre quando uma colisao rara e ao acaso 
justapoe sequencias de nucleotideos complementares em duas fitas simples comple- 
mentares, possibilitando a formagao de um pequeno segment de dupla-helice entre 
eles. Essa etapa de nucleagao da helice relativamente lenta e seguida por uma etapa 
rapida de pareamento (como o fechamento de um ziper), a medida que a regiao de 
fita dupla e estendida para maximizar o numero de interagoes de pareamento entre as 
bases (Figura 5-47). 

A hibridizagao pode produzir uma regiao de dupla-helice de DNA formada por 
fitas originarias de duas moleculas de DNA diferentes, desde que sejam complementa- 
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Figura 5-47 Hibridiza^ao do DNA. 

As duplas-helices de DNA podem se re- 
fazer a partir das fitas separadas em uma 
reagao que depende da colisao aleatoria 
entre duas fitas complementares. A maio- 
ria dessas colisoes nao e produtiva, como 
mostrado a esquerda, mas algumas pou- 
cas resultam em uma pequena regiao em 
que os pares de bases complementares 
sao formados (nucleagao da helice). 

Urn rapido pareamento leva, entao, a 
formagao de uma dupla-helice completa. 
Pelo processo de tentativa e erro, uma fita 
de DNA encontra sua parceira comple- 
mentar mesmo entre milhoes de fitas nao 
complementares. 


res (ou quase complementares). Como veremos em breve, a formagao de uma molecula 
hibrida, conhecida como heteroduplex, e uma caracteristica essencial da recombinagao 
homologa. A hibridizagao do DNA e a formagao de heteroduplex e tambem a base de 
diversos metodos usados para estudar as celulas, como sera apresentado no Capitulo 8. 

Em uma celula viva, o DNA esta quase todo na forma estavel de dupla-helice, e a 
reagao representada na Figura 5-47 raramente ocorre in vivo. Pelo contrario, como vere¬ 
mos, a recombinagao homologa ocorre por um conjunto de reagoes extremamente con- 
troladas que permite que dois duplex de DNA possam experimentar as sequencias um 
do outro sem se dissociarem por completo em fitas simples. 

A recombinagao homologa pode reparar corretamente as 
quebras na fita dupla de DNA 

Na segao anterior, vimos que a ligagao de extremidades nao homologas ocorre na ausen- 
cia de um molde e normalmente produz uma mutagao no sftio em que a quebra da fita 
dupla foi corrigida. Em contraste, a recombinagao homologa pode corrigir quebras de 
fita dupla com precisao sem qualquer perda ou alteragao de nucleotideos no local do re- 
paro. Para que a recombinagao homologa faga esse trabalho, o DNA com a quebra deve 
ser aproximado de um DNA homologo sem quebras, que servira de molde para o reparo. 
Por isso, a recombinagao homologa ocorre normalmente logo apos a replicagao, onde as 
duas moleculas-filhas de DNA estao bem proximas e uma pode atuar como molde para 
a corregao da outra. Como veremos, o proprio processo de replicagao do DNA traz um 
risco especial de acidentes que exigem esse tipo de reparo. 

A via mais simples de reparo de quebras de fitas duplas pela recombinagao ho¬ 
mologa e mostrado na Figura 5-48. Essencialmente, o duplex de DNA quebrado e o 
duplex-molde realizam uma Manga das fitas” de modo que uma das fitas danificadas 
utiliza uma fita complementar do duplex intacto para o reparo. Primeiro, as extremi¬ 
dades do DNA danificado sao removidas, ou "recortadas" por nucleases especializa- 
das produzindo uma extremidade de fita simples 3'. A proxima etapa e a troca de fitas 
(tambem chamada de invasao de fitas), em que uma das extremidades 3' da molecula 
de DNA quebrada abre caminho ate o duplex-molde e busca a sequencia homologa 
pelo pareamento de bases. Essa reagao impressionante e descrita em detalhes na pro¬ 
xima segao. Uma vez estabelecido o pareamento entre as bases (que completa a etapa 
de troca de fitas), uma DNA-polimerase com alta precisao alonga a fita invasora usando 
a informagao fornecida pela molecula-molde nao danificada, corrigindo o DNA dani¬ 
ficado. As ultimas etapas - deslocamento da fita, sintese adicional do reparo e ligagao - 
regeneram as duas helices duplas de DNA originais e completam o processo de reparo. 
A recombinagao homologa e semelhante a outras reagoes de reparo do DNA, no sentido 
que a DNA-polimerase utiliza um molde de pristina para restaurar o DNA danificado. 
Contudo, em vez de utilizar a fita parceira complementar como molde, como na maioria 
das vias de reparo, a recombinagao homologa utiliza uma fita complementar em um 
duplex de DNA separado. 
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Figura 5-48 Mecanismo de reparo 
de quebras de fita dupla por recom¬ 
binagao homologa. Esse e o metodo 
preferencial para corrigir quebras na fita 
dupla do DNA que surgem logo apos a re¬ 
plicagao do DNA, enquanto as moleculas- 
-filhas ainda estao unidas. Geralmente, a 
recombinagao homologa pode ser vista 
como uma serie flexivel de reagoes, com a 
via exata diferindo de urn caso para outro. 
Por exemplo, o comprimento do "segmen- 
to" corrigido varia consideravelmente, de- 
pendendo da extensao do processamento 
de 5' e da sintese de novo DNA, indicado 
em verde. 


A SINTESE DE DNA CONTINUA USANDO FITAS 
, DO DNA DANIFICADO COMO MOLDE 
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QUEBRA DA FITA DUPLA E CORRIGIDA COM PRECISAO 


A troca de fitas e realizada pela protefna RecA/Rad51 

De todas as etapas da recombinagao homologa, a troca de fitas e a mais dificil de ima- 
ginar. Como a fita simples invasora pode "avaliar” um duplex de DNA para homologia 
tao rapidamente? Uma vez que a homologia e encontrada, como a troca ocorre? Como a 
estabilidade inerente da dupla-helice molde e superada? 

As respostas a essas questoes surgiram de estudos bioquimicos e estruturais da 
protema que realiza esses feitos, chamada RecA em E. coli e Rad51 em praticamente 
todos os eucariotos. Para catalisar a troca de fitas, a RecA inicialmente se liga de forma 
cooperativa a fita simples invasora, formando um filamento protema-DNA que forga o 
DNA em uma conformagao nao comum: grupos de tres nucleotideos consecutivos sao 
mantidos unidos de forma como na dupla-helice convencional, porem entre triplos ad- 
jacentes, a cadeia principal de DNA e destorcida e estendida (Figura 5-49). A seguir, esse 
filamento incomum de protema-DNA liga-se ao duplex de DNA e estende a dupla-helice, 
que se desestabiliza, facilitando a separagao das fitas. A fita-simples invasora avalia a 
sequencia do duplex pelo pareamento de bases convencional. Essa avaliagao ocorre em 
blocos de tres nucleotideos: caso um pareamento triplo seja encontrado, o triplo adja- 
cente e testado e assim por diante. Dessa forma, os malpareamentos rapidamente sao 
dissociados e apenas um segmento mais extenso de pareamento de bases (pelo menos 
15 nucleotideos) estabiliza a fita invasora e promove a troca de fitas. 
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Figura 5-49 Invasao de fitas catalisada 
pela protefna RecA. 0 que sabemos so- 
bre essa reagao e baseado, em parte, pelas 
estruturas da RecA ligada a fitas simples 
e a fitas duplas de DNA, determinadas 
por difragao de raios X. Essas estruturas 
de DNA (mostradas sem a protefna RecA) 
estao na parte esquerda do diagrama. 
Iniciando pela parte superior, a RecA com 
ATP-ligado associa-se a fita simples de 
DNA, mantendo-a na forma estendida de 
forma que grupos de tres bases sao se- 
parados entre si por uma cadeia principal 
distendida e torcida. Na proxima etapa, a 
fita simples ligada a RecA, liga-se ao du¬ 
plex de DNA e o desestabiliza, permitindo 
que a fita simples teste a sequencia pelo 
pareamento dos grupos de tres bases por 
vez. Se nao ha pareamento, a fita simples 
de DNA ligada a RecA dissocia-se rapida- 
mente e comega uma nova busca. Caso 
urn pareamento extenso seja encontrado, 
a estrutura e desmontada pela hidrolise do 
ATP, resultando na dissociagao da protefna 
RecA e na troca de uma fita simples de 
DNA por outra, formando urn heterodu¬ 
plex. (Codigo PDB: 3CMX.) 


A recombinagao homologa pode resgatar forquilhas de 
replicagao com DNA danificado 

Embora corrija com precisao as quebras de fita dupla, que podem ser causadas por 
radiagao ou reagoes quimicas, uma fungao crucial da recombinagao homologa, talvez 
sua atribuigao mais importante seja o resgate de forquilhas de replicagao de DNA es- 
tacionarias ou quebradas. Diversos tipos de eventos podem provocar a quebra da for- 
quilha de replicagao, mas aqui iremos considerar apenas um exemplo: uma quebra de 
fita simples ou uma lacuna na helice parental de DNA logo a frente de uma forquilha 
de replicagao. Quando a forquilha encontra essa lesao, ela se quebra, resultando em 
um cromossomo-filho intacto e um quebrado. A forquilha quebrada pode ser corrigi- 
da sem falhas (Figura 5-50) pelo mesmo mecanismo basico da recombinagao homo¬ 
loga discutido anteriormente para o reparo de quebra na fita dupla. Com pequenas 
modificagoes, o conjunto de reagoes representadas nas Figuras 5-48 e 5-50 - conhe- 
cidas coletivamente como recombinagao homologa - pode corrigir diversos tipos de 
danos no DNA. 

As celulas controlam cuidadosamente o uso da recombinagao 
homologa no reparo do DNA 

Embora a recombinagao homologa resolva o problema de reparo de quebras na fita 
dupla com precisao, alem de outros tipos de danos no DNA, ela apresenta alguns pro- 
blemas a celula, pois as vezes ela “corrige" a lesao usando um segmento errado do ge- 
noma como molde. Por exemplo, algumas vezes um cromossomo humano quebrado 
e “reparado" usando um homologo do outro progenitor em vez da cromatide-irma 
como molde. Como os cromossomos materno e paterno diferem em varias posigoes 
na sequencia de DNA, esse tipo de reparo converte a sequencia do DNA corrigido da 
sequencia materna a sequencia paterna e vice-versa. O resultado desse tipo de recom¬ 
binagao erroneo e conhecido como perda de heterozigosidase e pode produzir con- 


Protefna M \ 
RecA - 


DNA de fita simples na 
foma ligada a RecA 


Heteroduplex de DNA na 
forma ligada a RecA 



Heteroduplex de DNA 


A RecA hidrolisa ATP e as etapas supracitadas necessitam que cada monomero 
de RecA no filamento esteja ligado ao ATP. A busca pelo pareamento, por si so, nao exi- 
ge a hidrolise do ATP; pelo contrario, o processo ocorre pela simples colisao molecular, 
permitindo a avaliagao rapida de muitas sequencias. Entretanto, uma vez completada a 
reagao de troca de fitas, a hidrolise de ATP e necessaria para desmontar a RecA do com- 
plexo com as moleculas de DNA. Nesse estagio, o reparo pelas DNA-polimerase e DNA- 
-ligase completam o processo de reparo, como ilustrado na Figura 5-48. 
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Figura 5-50 Reparo por recombinagao homologa de uma forquilha de replicagao 
quebrada. Quando uma forquilha de replicagao em movimento encontra uma quebra de 
fita simples, ela ira parar, mas pode ser corrigida por recombinagao homologa. 0 proces- 
so utiliza muitas das reagoes mostradas na Figura 5-48 e segue as mesmas etapas basicas. 
Fitas em verde representam a sintese de DNA novo que ocorre apos a quebra da forquilha 
de replicagao. Essa via permite que a forquilha ultrapasse o local quebrado no molde ori¬ 
ginal com a utilizagao de urn duplex nao danificado como molde para sintetizar o DNA. 
(Adaptada de M.M. Cox, Proc. Natl Acad. Sci. USA 98:8173-8180, 2001. Com permissao 
de National Academy of Sciences.) 

sequencias graves caso o homologo usado no reparo contenha uma mutagao prejudi¬ 
cial, porque o evento de recombinagao destroi a copia “boa" A perda de heterozigose, 
apesar de rara, e uma etapa crucial no desenvolvimento de diversos tipos de cancer 
(discutido no Capitulo 20). 

As celulas se empenham muito para minimizar o risco desse tipo de problema; na 
verdade, quase todas as etapas da recombinagao homologa sao fortemente reguladas. 
Por exemplo, na primeira etapa, o processamento das extremidades quebradas e coorde- 
nado com o ciclo celular: as enzimas nucleases que realizam esse processo sao ativadas 
(em parte por fosforilagao) apenas nas fases S e G 2 do ciclo celular, quando um duplex- 
-filho (um cromossomo parcialmente replicado ou uma cromatide-irma completamente 
replicada) pode atuar como molde para o reparo (ver Figura 5-50). A grande proximida- 
de entre os dois cromossomos-filhos desfavorece o emprego de outras sequencias geno- 
micas no processo de reparo. 

A insergao de RecA ou Rad52 nas extremidades do DNA processado e a subsequen- 
te reagao de troca de fitas tambem sao fortemente controladas. Embora essas protemas 
possam realizar sozinhas essas etapas in vitro, um conjunto de protemas acessorias, in- 
cluindo Rad52, e necessario nas celulas eucarioticas para assegurar que a recombina¬ 
gao homologa seja eficiente e precisa (Figura 5-51). Existem varias protemas acessorias 
deste tipo, e o modo exato de como coordenam e controlam a recombinagao homologa 
ainda e um misterio. Sabemos que as enzimas que catalisam o reparo por recombinagao 
sao produzidas em altos niveis em eucariotos e estao distribuidas por todo o rnicleo em 
uma forma inativa. Em resposta a uma lesao no DNA, elas rapidamente convergent para 
o sitio da lesao, sao ativadas e formam as "fabricas de reparo" nas quais diversas lesoes 
sao trazidas e corrigidas (Figura 5-52). 

No Capitulo 20, veremos que tanto o excesso como a falta na recombinagao homo¬ 
loga pode causar cancer em humanos: o excesso pelo reparo usando o molde “errado" 
como descrito anteriormente, e a falta pelo aumento na taxa de mutagoes causado pelo 
reparo ineficiente do DNA. Claramente, um equilibrio delicado foi desenvolvido durante 
a evolugao, mantendo esse processo sob vigilancia no DNA nao danificado e, ao mesmo 
tempo, permitindo que ele ocorra de forma eficiente e rapida nas lesoes de DNA logo 
que elas aparegam. 

Nao e de surpreender que mutagoes nos componentes que realizam e controlam 
a recombinagao homologa sejam responsaveis por varias formas hereditarias de cancer. 
Duas delas, as protemas Brcale Brca2, foram inicialmente descobertas porque mutagoes 
nos seus genes causavam um aumento na frequencia de cancer de mama. Como essas 
mutagoes resultam em reparo ineficiente por recombinagao homologa, o acumulo de 
lesoes do DNA podem originar um cancer em um reduzido numero de celulas. O Brcal 
regula uma etapa inicial do processamento de extremidades quebradas; sem ele, as ex¬ 
tremidades quebradas nao sao processadas corretamente para a recombinagao homo¬ 
loga e serao corrigidas com erros pela via de ligagao de extremidades nao homologas 
(ver Figura 5-45). Aprotema Brca2 liga-se a Rad51 evitando sua polimerizagao no DNA e 


Figura 5-51 Estrutura de uma porgao da protema Rad52. Essa molecula com forma 
de rosea e composta por 11 subunidades. 0 DNA de fita simples foi modelado dentro do 
sulco ao longo da superficie da proteina. A Rad52 auxilia a montagem da Rad51 sobre a 
fita simples de DNA, formando um filamento nucleoproteico que realiza a troca de fitas. 

A Rad52 tambem atua mais tarde, restaurando a dupla-helice e completando a reagao de 
recombinagao homologa. (De M.R. Singleton et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 99:13492- 
13497, 2002. Com permissao de National Academy of Sciences.) 
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Figura 5-52 Experimento que demonstra a 
rapida localizagao das protemas de reparo 
das quebras na fita dupla de DNA. Os fibro- 
blastos humanos foram irradiados por raios X 
para produzir as quebras de fita dupla. Antes 
de os raios atingirem as celulas, elas foram 
passadas por uma grade de microscopio com 
"barras" que absorvem raios X, espagadas em 
1 |xm. Isso produziu urn padrao de listras de 
lesoes no DNA, permitindo a comparagao entre 
DNA danificado e nao danificado no mesmo 
nucleo. (A) DNA total em urn nucleo de fibro- 
blasto corado com DAPI. (B) Sitios de sintese 
de DNA novo devido ao reparo de lesoes do 
DNA, indicado pela incorporagao de BudR (urn 
analogo da timidina) e subsequente coloragao 
com anticorpos para BudR com marcagao flu- 
orescente (verde). (C) Localizagao do complexo 
Mrel 1 ao DNA danificado visualizado por 
anticorpos contra a subunidade Mrel 1 (verme- 
Iho). Mrel 1 e uma nuclease que processa DNA 
danificado na preparagao para a recombinagao 
homologa (ver Figura 5-48). (A), (B) e (C) foram 
processados 30 minutos apos irradiagao por 
raios X. (De B.E. Nelms et al., Science 280:590- 
592, 1998. Com permissao de AAAS.) 



1 ix m 


mantendo-a, assim, na forma inativa, ate que seja necessaria. Normalmente, no caso de 
uma lesao no DNA, o Brca2 auxilia no rapido recrutamento da protema Rad51 aos locais 
das lesoes e, uma vez posicionada, auxilia a libera-la da sua forma ativa em DNA de fita 
simples. 

A recombinagao homologa e essencial para a meiose 

Vimos que a recombinagao homologa compreende um grupo de reagoes - incluindo 
processamento das extremidades quebradas, troca de fitas, sintese limitada de DNA 
e ligagao - para trocar sequencias de DNA entre duas helices-duplas com sequencias 
nucleotidicas similares. Apos discutir sua fungao no reparo preciso de DNA danificado, 
voltaremos nossa atengao para a recombinagao homologa como um modo de produzir 
moleculas de DNA contendo novas combinagoes de genes como resultado da troca de- 
liberada de material entre cromossomos diferentes. Embora isso ocasionalmente ocorra 
por acidente nas celulas mitoticas (e normalmente e prejudicial), ela e uma parte fre- 
quente e necessaria na meiose, que ocorre em organismos de reprodugao sexuada como 
fungos, plantas e animais. 

Neste caso, a recombinagao homologa ocorre como parte integral do processo pelo 
qual os cromossomos sao distribuidos as celulas germinativas (ovulos e espermatozoi- 
des em animais). A meiose e discutida em detalhes no Capitulo 17; nas segoes seguintes, 
discutiremos como a recombinagao homologa durante a meiose produz o entrecruza- 
mento e a conversao genica, resultando em cromossomos hfbridos contendo informagao 
dos dois homologos, materno e paterno (Figura 5-53). Tanto o entrecruzamento como a 
conversao genica sao originados por mecanismos de recombinagao homologa que, em 
essencia, assemelham-se aos utilizados no reparo de quebras de fita dupla. 

A recombinagao meiotica inicia com uma quebra programada de 
fita dupla 

A recombinagao homologa na meiose inicia com um golpe ousado: uma protema espe- 
cializada (chamada de Spoil em leveduras de brotamento) quebra as duas fitas de uma 
dupla-helice de DNA em um dos cromossomos recombinantes (Figura 5-54). Como 
uma topoisomerase, a Spoil permanece ligada covalentemente ao DNA quebrado apos 
catalisar essa reagao (ver Figura 5-21). Uma nuclease especializada degrada rapidamen- 
te as extremidades ligadas a Spoil, removendo a protema com o DNA e deixando apenas 
as extremidades 3' de fita simples. 

Nesse ponto, varias reagoes de recombinagao similares as descritas anteriormen- 
te para o reparo de fita dupla ocorrem; na verdade, algumas protemas sao empregadas 
nos dois processos. Entretanto, diversas protemas especificas da meiose conduzem o 
processo para realiza-lo de modo um pouco diferente, gerando os resultados distintos 
observados na meiose. Outra diferenga importante e que, na meiose, a recombinagao 


Sftio de 

conversao Sftio de 
genica entrecruzamento 



Figura 5-53 O entrecruzamento cromos- 
somico ocorre na meiose. A meiose e o 
processo pelo qual uma celula diploide origina 
quatro celulas germinativas haploides, como 
descrito em detalhes no Capitulo 17. A meiose 
produz celulas germinativas nas quais a infor¬ 
magao genetica materna e a paterna (em azul 
e vermelho) foram rearranjadas por entrecruza- 
mentos cromossomicos. Alem disso, ocorrem 
diversas pequenas regioes de conversao genica, 
como indicado. 



A meiose produz celulas haploides 
com cromossomos que se entrecruzaram 
e passaram por conversao genica 
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Figura 5-54 A recombinagao homologa 
durante a meiose pode produzir entre- 
cruzamentos de cromossomos. Uma vez 

quea proteina Spoil, especifica de meio¬ 
se, e o complexo Mrel 1 quebram o duplex 
de DNA e processam as extremidades, a 
recombinagao homologa pode ocorrer por 
duas vias alternativas. Uma (lado direito 
da figura ) assemelha-se muito a reagao de 
reparo de quebras de fita dupla mostrada 
na Figura 5-48 e resulta em cromossomos 
que foram "corrigidos", mas nas quais nao 
ocorreu o entrecruzamento. A outra (lado 
esquerdo, com as quebras das fitas indica- 
das por setas em azul) segue pela jungao 
de Holliday dupla e produz dois cromosso¬ 
mos que foram entrecruzados. Durante a 
meiose, a recombinagao homologa ocorre 
entre os cromossomos materno e paterno 
homologos, quando estao unidos firme- 
mente (ver Figura 17-54). 
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Figura 5-55 Uma jungao de Holliday. A es- 

trutura inicialmente formada (A) e normalmente 
representada por duas fitas cruzadas, como na 
Figura 5-54. Uma isomerizagao da jungao de 
Holliday (B) produz uma estrutura aberta, simetri- 
ca, que e ligada por proteinas especializadas. 

(C) Essas proteinas "deslocam" as jungoes de 
Holliday por urn conjunto coordenado de reagoes 
de migragao por ramificagao (ver Figura 5-57 e 
Animagao 5.8). (D) Estrutura dajungao de Holli¬ 
day mostrada em (B) na forma aberta. A jungao 
de Holliday recebeu esse nome em fungao do 
cientista que primeiramente propos sua forma- 
gao. (Codigo PDB: 1DCW.) 



5' ADP I 

nrj 11 11 1 1111 1 11111 n 1 1 n 1 11 1 1 1 1 1 1111 1 11 


ADP ^ 



Figura 5-56 Esquema simplificado da mi¬ 
gragao da ramificagao. Na migragao da rami¬ 
ficagao, os pares de bases sao continuamente 
clivados e reformados a medida que o ponto 
de ramificagao se desloca. Embora a migragao 
da ramificagao possa ocorrer de forma espon- 
tanea em moleculas de DNA nu, o processo e 
ineficiente e a migragao se desloca de modo 
aleatorio para frente e para tras. Na celula, 
a migragao da ramificagao e realizada por 
proteinas especializadas e pela hidrolise de ATP 
que asseguram que a ramificagao se desloque 
rapidamente e em apenas uma diregao, como 
mostrado. Como ilustrado na Figura 5-57, 
as migragoes de ramificagao normalmente 
ocorrem nas jungoes de Holliday onde as duas 
reagoes de migragao estao acopladas. 


ocorre preferencialmente entre os cromossomos homologos maternos e paternos em 
vez de entre dois duplex identicos recem-duplicados que formam par no reparo da que- 
bra de fita dupla. Nas segoes seguintes, apresentamos os aspectos da recombinagao ho- 
mologa especialmente importantes para a meiose em mais detalhes. 

Jungoes de Holliday sao formadas durante a meiose 

Um intermediario conhecido como jungao de Holliday, ou troca cruzada de fitas, e es¬ 
pecialmente importante na meiose (Figura 5-55). Cada jungao de Holliday pode adotar 
multiplas conformagoes, e um conjunto de proteinas de recombinagao especiais liga-se 
a ela, estabilizando o isomero simetrico aberto. 

As proteinas especializadas que se ligam as jungoes de Holliday catalisam uma 
reagao chamada migragao da ramificagao (Figura 5-56), em que o DNA e impulsio- 
nado pela jungao de Holliday pela continua quebra e regeneragao dos pares de bases 
(Figura 5-57). Dessa forma, as proteinas da jungao de Holliday utilizam a hidrolise de 
ATP para expandir a regiao do heteroduplex de DNA inicialmente gerado pela reagao 
de troca de fitas. Na meiose, as regioes de heteroduplex normalmente “migram" milha- 
res de nucleotideos do sitio original da quebra da fita dupla. Como ilustrado na Figura 
5-54, as jungoes de Holliday geralmente ocorrem em pares, chamados de jungoes de 
Holliday duplas. 

A recombinagao homologa produz tanto entrecruzamentos 
quanto nao entrecruzamentos durante a meiose 

Como mostrado na Figura 5-54, existem dois resultados basicos da recombinagao homo¬ 
loga durante a meiose. Em seres humanos, aproximadamente 90% das quebras de fita 
dupla produzidas durante a meiose sao resolvidas como nao entrecruzamentos (ver lado 
direito da Figura 5-54). Nesse caso, os dois duplex de DNA sao separados entre si de for¬ 
ma inalterada, exceto pela regiao de heteroduplex formada proxima ao local original da 
quebra. Esse conjunto de reagoes e similar ao descrito para o reparo de quebras de fita 
dupla (ver Figura 5-48). 

O outro resultado e mais profundo: uma jungao de Holliday dupla e formada e 
clivada por enzimas especializadas criando um entrecruzamento (ver lado esquerdo 
da Figura 5-54). As duas porgoes originais de cada cromossomo que flanqueiam as 
duas jungoes de Holliday sao trocadas, produzindo dois cromossomos que se entre- 
cruzaram. 

Como a celula decide qual sera a resolugao das quebras de fita dupla induzida por 
Spoil dos entrecruzamentos? A resposta ainda nao e conhecida, mas sabemos que e 
uma decisao importante. Os poucos entrecruzamentos formados sao distribuidos ao 
longo dos cromossomos de tal modo que um entrecruzamento em um local inibe entre¬ 
cruzamentos nas regioes proximas. Esse mecanismo fascinante, mas ainda nao entendi- 
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Figura 5-57 Movimento da ramifica- 
gao catalisado por enzimas na jungao 
de Holliday por migragao da ramifica- 
gao. Na E. coli, um tetramero da proteina 
RuvA (verde) e dois hexameros da proteina 
RuvB ( amarelo ) ligam-se a estrutura aberta 
da jungao. A proteina RuvB, que se asse- 
melha as helicases hexamericas usadas na 
replicagao do DNA (Figura 5-14), utiliza a 
energia da hidrolise do ATP para expelir 
DNA rapidamente pela jungao de Holliday, 
estendendo a regiao de heteroduplex 
como mostrado. A proteina RuvA coorde- 
na esse movimento, enrolando as fitas de 
DNA para evitar o emaranhamento. (Codi- 
gos PDB: 1IXR, 1C7Y.) 


DNA MOVE-SE PARA DENTRO 


do, chamado de controle de entrecruzamento, assegura uma distribuigao mais ou menos 
equilibrada de pontos de entrecruzamento nos cromossomos. Ele tambem garante que 
cada cromossomo - nao importando seu tamanho - sofra pelo menos um entrecruza¬ 
mento a cada meiose. Em muitos organismos, ocorrem cerca de dois entrecruzamentos 
por cromossomo durante cada meiose, um em cada brago. No Capitulo 17, discutiremos, 
em detalhes, a importancia mecanica desses entrecruzamentos na segregagao correta 
dos cromossomos durante a meiose. 

No evento de recombinagao meiotica, resolvido tanto como entrecruzamento 
como nao entrecruzamento, a maquinaria de recombinagao sempre deixa uma regiao 
de heteroduplex em que uma fita com a sequencia de DNA do homologo paterno forma 
par de bases com uma sequencia do homologo materno (Figura 5-58). Essas regioes de 
heteroduplex podem suportar uma pequena porcentagem de pares de bases incorretos 
e, devido a migragao da ramificagao, normalmente se estendem por milhares de pares 
de nucleotideos. Os diversos eventos de nao entrecruzamento que ocorrem na meiose, 
portanto, produzem sitios dispersos, pequenas sequencias de DNA de um homologo que 
foram inseridas no outro homologo, nas celulas germinativas. As regioes de heterodu¬ 
plex marcam sitios potenciais para a conversao genica - onde os quatro cromossomos 
haploides produzidos pela meiose contem tres copias de uma sequencia de DNA de um 
homologo e apenas uma copia dessa sequencia do outro homologo (ver Figura 5-53), 
como explicado a seguir. 

A recombinagao homologa normalmente resulta em conversao 
genica 

Em organismos de reprodugao sexuada, uma lei fundamental da genetica e - exceto pelo 
DNA mitocondrial, que e herdado apenas por heranga materna - cada genitor da uma 
contribuigao genetica igual para sua progenie. Um conjunto completo de genes nuclea- 


Srtio de conversao genica Srtio de entrecruzamento 
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Heteroduplex Heteroduplex 

Figura 5-58 Heteroduplex formados durante a meiose. 0 heteroduplex de DNA esta presente nos sitios de 
recombinagao que foram resolvidos tanto como entrecruzamentos como nao entrecruzamentos. Como as se¬ 
quencias de DNA dos cromossomos materno e paterno diferem em varias posigoes, os heteroduplex geralmente 
contem um pequeno numero de pareamentos incorretos. 
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A heteroduplex produzida durante 
a meiose cobre o sftio no gene X onde 
os alelos vermelho e azul diferem 
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Figura 5-59 Conversao genica provocada pelo reparo de pareamento incorreto. 

Nesse processo, o heteroduplex de DNA e formado nos sftios de recombinagao homologa 
entre os cromossomos materno e paterno. Se as sequencias materna e paterna forem le- 
vemente diferentes, a regiao de heteroduplex incluira alguns pareamentos incorretos, que 
podem ser corrigidos pela maquinaria de reparo de pareamentos incorretos (ver Figura 
5-19). Tal reparo pode "apagar" sequencias de nucleotideos tanto na fita materna como 
na paterna. A consequencia desse reparo de pareamento incorreto e a conversao genica, 
detectada como urn desvio da segregagao de copias iguais dos alelos maternos e pater- 
nos que normalmente ocorre na meiose. 


A SINTESE DE DNA 
PREENCHE O INTERVALO, 
CRIANDO UMA COPIA 
EXTRA DE ALELO 
VERMELHO DO GENE X 


Gene X 


res e herdado do pai e um outro conjunto completo e herdado da mae. Por tras dessa lei 
esta a divisao precisa dos cromossomos nas celulas germinativas (ovulos e espermato- 
zoide) que ocorre durante a meiose. Portanto, quando uma celula diploide de um proge¬ 
nitor sofre meiose e produz quatro celulas germinativas haploides, exatamente metade 
dos genes distribuidos entre essas quatro celulas devem ser de origem materna (genes 
herdados da mae desse progenitor) e a outra metade de origem paterna (genes herdados 
do pai do mesmo progenitor). Em alguns organismos (p. ex. ; fungos) e possivel recupe- 
rar e analisar todos os quatro gametas haploides produzidos por uma unica celula pela 
meiose. Os estudos nesses organismos revelaram casos raros nos quais a divisao dos ge¬ 
nes violou as regras-padrao da genetica. Ocasionalmente, por exemplo, a meiose produz 
tres copias da versao materna do gene e apenas uma copia do alelo paterno. Versoes 
alternativas do mesmo gene sao chamadas de alelos, e a divergencia da sua distribui- 
gao esperada durante a meiose e conhecida como conversao genica. Estudos geneticos 
mostram que somente pequenas porgoes de DNA sofrem conversao genica e, em muitos 
casos, apenas uma parte de um gene e alterada. 

Varias vias na celula podem produzir a conversao genica, mas uma das mais im- 
portantes resulta de uma consequencia particular da recombinagao durante a meiose. 
Vimos que tanto os entrecruzamentos como os nao entrecruzamentos, produzem re¬ 
gibes de heteroduplex de DNA. Caso as duas fitas que formam a regiao de heterodu¬ 
plex nao possuam sequencias nucleotidicas identicas, ha a formagao de pareamentos 
incorretos, que normalmente sao corrigidos pelo sistema de reparo de pareamento in¬ 
correto (ver Figura 5-19). Contudo, o sistema de reparo nao e capaz de diferenciar as fitas 
materna e paterna e escolhe aleatoriamente a fita que sera usada como molde para o 
reparo. Como consequencia, um alelo sera perdido, e o outro, duplicado (Figura 5-59), 
resultando na "conversao” de um alelo em outro. Assim, a conversao genica, original- 
mente vista como um desvio misterioso das regras da genetica, pode ser vista como uma 
consequencia direta dos mecanismos de recombinagao homologa. 


Resumo 

A recombinagao homologa descreve um conjunto flexwel de reagdes que resulta na troca de 
sequencias de DNA entre um par de duplex de DNA identicos ou quase identicos. Em todas 
as celulas, esse processo e essencial para o reparo correto e sem erros de cromossomos da- 
nijicados, especialmente quebras de fita dupla eforquilhas de replicagao quebradas ou es- 
tacionarias. A recombinagao homologa tambem e responsavel pelo entrecruzamento dos 
cromossomos que ocorre durante a meiose. Ela ocorre de diversas maneiras, mas sempre 
possuem em comum uma etapa de troca de fitas, em que uma fita simples de um duplex 
de DNA invade um segundo duplex e forma pares de bases com uma fita e desloca a outra. 
Essa reagao, catalisada pelafamilia de protemas de RecA/Rad51, apenas pode ocorrer se 
a fita invasora formar um pequeno segmento de pares de nucleotideos consecutivos com 
uma das fitas do duplex. Essa exigencia assegura que a recombinagao homologa acontega 
apenas entre sequencias de DNA identicas ou muito semelhantes. 

Quando utilizada como um mecanismo de reparo, a recombinagao homologa ocor¬ 
re entre uma molecula de DNA danificada e sua cromatide-irma recem-duplicada, na 
qual a duplex nao danificada serve como molde para corrigir a copia danificada de modo 
preciso. 

Na meiose, a recombinagao homologa e iniciada pela quebra deliberada e cuida- 
dosamente controlada das fitas duplas e ocorre preferencialmente entre dois cromossomos 
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homologos em vez de entre as cromatides-irmas recem-sintetizadas. O resultado pode ser 
dois cromossomos queforam entrecruzados (i.e., cromossomos em que o DNA em ambos 
os lados do sitio do pareamento de DNA produziram dois homologos diferentes) ou dois 
cromossomos nao entrecruzados. No ultimo caso, os dois cromossomos resultantes sao 
identicos aos homologos originais, exceto por minimas alteragoes na sequencia de DNA 
no sitio de recombinagao. 

TRANSPOSigAO E RECOMBINAgAO SITIO-ESPECIFICA 
CONSERVATIVA 

Vimos que a recombinagao homologa pode resultar na troca de sequencias de DNA en¬ 
tre cromossomos. Porem, a ordem dos genes nos cromossomos envolvidos permanece 
basicamente a mesma apos a recombinagao homologa, tanto que as sequencias recom- 
binantes devem ser muito semelhantes para que o processo ocorra. Nesta segao, descre- 
vemos dois tipos diferentes de recombinagao - a transposigao (tambem chamada de 
recombinagao transposicional) e a recombinagao sitio-especifica conservativa - que 
nao necessitam de uma grande homologia entre as regibes de DNA. Esses dois tipos de 
reagoes de recombinagao podem alterar a ordem dos genes ao longo de um cromossomo 
e provocar tipos nao comuns de mutagoes, que introduzem blocos inteiros de sequen¬ 
cias de DNA no genoma. 

A transposigao e a recombinagao sitio-especifica conservativa sao especialmente 
responsaveis pelo deslocamento de uma variedade de segmentos especializados de DNA 
- denominados coletivamente elementos geneticos moveis - de uma posigao a outra em 
um genoma. Veremos que os elementos geneticos moveis podem variar em tamanho de 
algumas poucas centenas ate dezenas de milhares de pares de nucleotideos, e cada um 
geralmente carrega um conjunto determinado de genes. Com frequencia, um dos genes 
codifica uma enzima especializada que catalisa o deslocamento apenas desse elemento, 
possibilitando esse tipo de recombinagao. 

Praticamente todas as celulas contem elementos geneticos moveis (conhecidos 
informalmente como “genes saltadores”). Como explicado no Capitulo 4, na escala evo- 
lutiva esses elementos tiveram um efeito profundo na formagao dos genomas modernos. 
Por exemplo, quase metade do genoma humano pode ser associada a esses elementos 
(ver Figura 4-62). Com o passar do tempo, suas sequencias nucleotidicas foram alteradas 
por mutagoes aleatorias, de modo que apenas algumas poucas das muitas copias desses 
elementos no nosso DNA ainda estao ativas e sao capazes de mobilidade. O restante sao 
fosseis moleculares cuja existencia fornece indicagoes impressionantes sobre nossa his- 
toria evolutiva. 

Os elementos geneticos moveis geralmente sao considerados parasitas molecula¬ 
res (tambem sao chamados de “DNA egoista”) que persistem porque as celulas nao po¬ 
dem livrar-se deles; eles quase chegaram a ultrapassar nosso proprio genoma. Contudo, 
os elementos geneticos moveis podem proporcionar beneficios a celula. Por exemplo, 
os genes que eles transportam algumas vezes podem ser vantajosos, como no caso de 
resistencia a antibioticos nas celulas bacterianas discutido a seguir. O deslocamento dos 
elementos geneticos moveis tambem produz muitas das variantes geneticas necessarias 
a evolugao, pois, alem de se deslocarem, provocam rearranjos ocasionais nas sequencias 
adjacentes no genoma do hospedeiro. Assim, mutagoes espontaneas, observadas na 
Drosophila, em humanos e em outros organismos, normalmente ocorrem devido aos 
elementos geneticos moveis. Muitas dessas mutagoes serao prejudicial ao organismo, 
porem algumas serao vantajosas e podem disseminar-se pela populagao. E quase certo 
que muito da variedade observada no mundo originalmente surgiu do deslocamento 
dos elementos geneticos moveis. 

Nesta segao, introduzimos os elementos geneticos moveis e discutimos os meca- 
nismos que permitem seu movimento no genoma. Veremos, mais adiante, que alguns 
desses elementos se movem por mecanismos de transposigao e outros por recombina¬ 
gao sitio-especifica conservativa. Iniciaremos com transposigao, uma vez que conhece- 
mos muito mais exemplos desse tipo de movimento. 
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Pela transposigao, os elementos geneticos moveis podem se 
inserir em qualquer sequencia de DNA 

Os elementos que se movem por transposigao sao chamados transposons, ou elemen¬ 
tos transpomveis. Na transposigao, uma enzima especifica, normalmente codificada 
pelo proprio transposon e chamada de transposase, atua em uma sequencia especifica 
de DNA presente em cada extremidade do transposon, causando sua insergao em um 
novo sitio-alvo de DNA. A maioria dos transposons e pouco seletiva na escolha dos si- 
tios-alvo e, portanto, pode se inserir em diversos locais em um genoma. Em particular, 
nao ha uma exigencia para similaridade de sequencia entre as extremidades do elemen- 
to e a sequencia-alvo. A maior parte dos transposons move-se muito raramente. Em bac¬ 
terias, em que e possivel medir a frequencia com precisao, os transposons geralmente 
movem-se uma vez a cada 10 5 divisoes celulares. Movimentos muito frequentes prova- 
velmente destruiriam o genoma da celula hospedeira. 

Com base em sua estrutura e em seu mecanismo de transposigao, os transposons 
podem ser divididos em tres grandes classes: transposons exclusivamente deDNA, retro¬ 
transposons semelhantes a virus e retrotransposons nao retrovirais. As diferengas entre 
eles sao resumidas brevemente na Tabela 5-4, e cada classe sera discutida de cada vez. 

Transposons exclusivamente de DNA podem se mover por um 
mecanismo de "corte e colagem" 

Os transposons exclusivamente de DNA, chamados assim porque existem apenas 
como DNA durante seu movimento, sao predominantes em bacterias e sao os principais 
responsaveis pela disseminagao da resistencia de cepas bacterianas aos antibioticos. 
Quando antibioticos como a penicilina e a estreptomicina tornaram-se inicialmente dis- 
pomveis na decada de 1950, a maior parte das bacterias causadoras de doengas huma- 
nas era suscetivel a eles. Agora, a situagao e diferente - os antibioticos como a penicilina 
(e seus derivados modernos) nao sao mais eficazes contra diversas cepas bacterianas 
modernas, incluindo as causadoras de gonorreia e de pneumonia bacteriana. A dissemi- 
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Esses elementos variam de mil a aproximadamente 12 mil pares de nucleotideos de comprimento. Cada familia contem diversos membros, apenas alguns sendo 
listados aqui. Alguns virus podem se mover tambem para dentro e para fora dos cromossomos da celula hospedeira por mecanismos de transposigao. Esses 
virus estao relacionados as duas primeiras classes de transposons. 
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nagao da resistencia aos antibioticos deve-se, em grande parte, aos genes presentes nos 
transposons que codificam enzimas que inativam os antibioticos (Figura 5-60). Embora 
esses elementos moveis possam se mover apenas em celulas que ja os contem, eles po- 
dem ser movidos de uma celula a outra por outros mecanismos coletivamente conhe- 
cidos como transference genica horizontal (ver Figura 1-19). Uma vez introduzido na 
nova celula, um transposon pode se inserir no genoma e ser transmitido a toda progenie 
da celula pelos processos de replicagao e divisao celular normalmente. 

Os transposons de DNA podem se realocar do sitio doador ao sitio-alvo pela trans¬ 
posigao de “corte e colagem” (Figura 5-61). No caso, o transposon e literalmente cortado 
de um local do genoma e inserido em outro. Essa reagao produz uma pequena dupli- 
cagao da sequencia de DNA-alvo no sitio de insergao; e essas sequencias de repetigao 
direta que flanqueiam o transposon atuam como registros de eventos de transposigao 
previos. Tais “assinaturas" fornecem informagoes valiosas na identificagao de transpo¬ 
sons nas sequencias genomicas. 

Quando um transposon de DNA inserido por “corte e colagem" sofre excisao do 
sitio original, ele deixa uma “lacuna" no cromossomo. Essa lesao pode ser perfeitamente 
“consertada" pelo reparo de quebras de fita dupla recombinatorio (ver Figura 5-48), des- 
de que o cromossomo tenha sido duplicado recentemente e que uma copia identica da 
sequencia do hospedeiro danificado esteja dispomvel. Alternativamente, uma reagao de 
ligagao de extremidades nao homologas pode religar a quebra; nesse caso, a sequencia 
de DNA originalmente adjacente ao transposon e alterada, produzindo uma mutagao no 
sitio cromossomico do qual o transposon foi removido (ver Figura 5-45). 

Surpreendentemente, foi descoberto que o mesmo mecanismo usado para clivar e 
ligar transposons de DNA tambem e empregado no desenvolvimento do sistema imune 
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Figura 5-60 Tres dos muitos tipos de 
transposons de DNA encontrados em 
bacterias. Cada um desses elementos de 
DNA moveis contem um gene que codifica 
a transposase, uma enzima que realiza as 
reagoes de clivagem e religagao de DNA 
necessarias para o movimento do elemen- 
to. Cada transposon tambem possui pe- 
quenas sequencias de DNA (indicadas em 
vermelho) que sao reconhecidas apenas 
pela transposase codificada pelo elemen- 
to, sendo tambem necessarias para que 
o elemento se movimente. Alem disso, 
dois dos tres elementos moveis mostrados 
possuem genes que codificam enzimas 
que inativam os antibioticos ampicilina 
( AmpR) - um derivado da penicilina - e 
tetraciclina (TetR). 0 elemento transponfvel 
TnlO, mostrado no diagrama inferior, pa- 
rece ter evoluido por acaso da ocorrencia 
de dois elementos moveis bem mais curtos 
nos dois lados do gene de resistencia a 
tetraciclina. 


Figura 5-61 Transposigao por "corte e 
colagem". Os transposons de DNA podem 
ser reconhecidos nos cromossomos pelas 
"sequencias de repetigoes invertidas" 

(em vermelho) nas suas extremidades. 

Essas sequencias, que podem ter apenas 
20 nucleotfdeos, sao suficientes para que o 
DNA entre elas seja transposto pela trans¬ 
posase especffica associada ao elemento. 

0 movimento de "corte e colagem" de 
um elemento transponfvel de DNA de um 
sitio cromossomico a outro inicia quando a 
transposase aproxima as duas sequencias 
invertidas, formando uma alga de DNA. 

A insergao no cromossomo-alvo, tambem 
catalisado pela transposase, ocorre em 
um sftio aleatorio pela criagao de quebras 
alternadas no cromossomo-alvo (setas 
roxas). Apos a reagao de transposigao, as 
lacunas de fitas simples produzidas pelas 
quebras desencontradas, sao corrigidas 
pela DNA-polimerase e ligase (em preto). 
Como resultado, o local de insergao e 
marcado por uma sequencia de repetigao 
direta curta de DNA-alvo. Apesar de a 
quebra no cromossomo doador (verde) ser 
religada, o processo de clivagem e de repa¬ 
ro normalmente altera a sequencia 
de DNA, provocando uma mutagao no sftio 
original do elemento transponfvel removi¬ 
do (nao mostrada). 
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de vertebrados, catalisando os rearranjos de DNA que produzem a diversidade de anti- 
corpos e receptores de celulas T. Esse processo, conhecido como recombinagao V(D)J, 
sera discutido no Capftulo 24. A recombinagao V(D)J e encontrada apenas em vertebra¬ 
dos, sendo uma novidade evolutiva relativamente recente, mas que parece ter derivado 
a partir dos transposons de "corte e colagem” muito mais antigos. 

Alguns virus utilizam o mecanismo de transposigao para 
moverem-se par a dentro dos cromossomos das celulas 
hospedeiras 

Certos virus sao considerados elementos geneticos moveis porque utilizam o mecanis¬ 
mo de transposigao para integrar o seu genoma no genoma da celula hospedeira. Porem, 
ao contrario dos transposons, esses virus codificam proteinas que acondicionam sua in- 
formagao genetica em particulas virais capazes de infectar outras celulas. Muitos dos 
virus que se inserem no cromossomo hospedeiro utilizam um dos dois primeiros meca¬ 
nismos listados na Tabela 5-4; ou seja, ou atuam como um transposon de DNA ou como 
retrotransposons semelhantes a retrovirus. Na verdade, muito do conhecimento desses 
mecanismos foi elucidado a partir do estudo de determinados virus que empregam tais 
mecanismos. 

A transposigao tern uma fungao importante no ciclo vital de diversos virus. Espe- 
cialmente notaveis sao os retrovirus, que incluem o virus humano da Aids - o HIV. Fora 
da celula, um retrovirus existe como um genoma de RNA de fita simples, empacotado 
em uma capa proteica, o capsideo, com a enzima transcriptase reversa codificada pelo 
virus. Durante o processo de infecgao, o RNA viral penetra a celula, sendo convertido em 
uma molecula de DNA de fita dupla pela agao dessa enzima essencial, capaz de polime- 
rizar o DNA usando RNA ou DNA como molde (Figura 5-62). O termo retrovirus refere- 
-se a capacidade desses virus de reverter o fluxo normal da informagao genetica, que e 
do DNA para o RNA (ver Figura 1-4). 
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Figura 5-62 O ciclo vital de um retrovirus. 0 genoma do retrovirus consiste em uma molecula de RNA (em azul ) normalmente com 7 mil a 12 mil nucleoti- 
deos de comprimento. Ela e empacotada em um capsideo proteico, que, por sua vez, e envolvido por um envelope lipidico contendo as proteinas virais codifi- 
cadas pelo virus (em verde). Dentro da celula infectada, a enzima transcriptase reversa (drculo vermelho ) primeiramente produz uma copia do DNA da molecula 
de RNA viral e depois uma segunda fita de DNA, produzindo uma copia de DNA de fita dupla do genoma de RNA. A integragao dessa dupla-helice de DNA no 
cromossomo da celula hospedeira e catalisada por uma enzima integrase, codificada pelo virus. Essa integragao e essencial para a sintese de novas moleculas de 
RNA viral pela RNA-polimerase celular, a enzima que transcreve o DNA em RNA (discutido no Capftulo 6). 
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Uma vez que a transcriptase reversa tenha produzido uma molecula de DNA de 
fita dupla, sequencias especificas proximas as extremidades sao reconhecidas por uma 
transposase codificada pelo virus chamada integrase. Entao, a integrase insere o DNA vi¬ 
ral no cromossomo por um mecanismo de clivagem e ligagao semelhante ao usado pelos 
transposons de DNA (ver Figura 5-61). 

Os retrotransposons semelhantes a retrovirus sao parecidos com 
os retrovirus, porem nao possuem a capa proteica 

Uma grande familia de transposons chamada de retrotransposons semelhantes a retro¬ 
virus (ver Tabela 5-4) realiza seus movimentos nos cromossomos por um mecanismo simi¬ 
lar ao utilizado pelos retrovirus. Esses elementos estao presentes em organismos bastante 
diversos, como leveduras, moscas e mamlferos; ao contrario dos virus, eles nao possuem 
a capacidade intrlnseca de sair da celula em que resident, mas podem ser transmitidos a 
todos os descendentes da celula pelos processos normais de replicagao do DNA e divisao 
celular. A primeira etapa da sua transposigao e a transcrigao de todo o transposon, produ- 
zindo uma copia de RNA do elemento normalmente com varios milhares de nucleotldeos. 
Esse transcrito, que e traduzido como um mRNA pela celula hospedeira, codifica uma en- 
zima transcriptase reversa. Essa enzima sintetiza uma copia de DNA de fita dupla a partir 
da molecula de RNA atraves de um intermediary hlbrido de RNA/DNA, mimetizando os 
estagios iniciais de uma infecgao por retrovirus (ver Figura 5-62). Como um retrovirus, a 
molecula de fita dupla de DNA linear e integrada em um sltio do cromossomo pela agao da 
enzima integrase, tambem codificada pelo elemento. A estrutura e os mecanismos dessas 
integrases assemelham-se muito aos das transposases dos transposons de DNA. 


Uma grande parte do genoma humano e composta de 
retrotransposons nao retrovirais 

Uma importante porgao de diversos cromossomos de vertebrados e formada por sequen¬ 
cias repetidas. Nos cromossomos humanos, essas repetigoes sao, na sua maioria, versoes 
mutadas e truncadas de um retrotransposon nao retroviral, o terceiro tipo principal de 
transposons (ver Tabela 5-4). Apesar de a maior parte desses transposons no genoma hu¬ 
mano ser imovel, alguns poucos sao capazes de movimento. Movimentos relativamente 
recentes do elemento LI (algumas vezes chamado de LINE, de long intersperced nuclear ele¬ 
ment, elemento nuclear intercalado longo) foram identificados, alguns dos quais resultam 
em doengas humanas; por exemplo, um tipo especial de hemofilia resulta da insergao do 
elemento LI no gene que codifica o Fator VIII de coagulagao sangulnea (ver Figura 6-24). 

Os retrotransposons nao retrovirais sao encontrados em diversos organismos e 
movem-se por meio de um mecanismo distinto que requer um complexo formado por 
uma endonuclease e uma transcriptase reversa. Como ilustrado na Figura 5-63, o RNA 
e a transcriptase reversa tern uma fungao muito mais direta no evento de recombinagao 
do que nos elementos moveis descritos anteriormente. 

A inspegao da sequencia do genoma humano revelou que uma grande porgao de 
retrotransposons nao retrovirais - por exemplo, as varias copias do elemento Alu, um 
membro da familia SINE (de short intersperced nuclear element, elemento nuclear interca¬ 
lado curto) - nao contem seus proprios genes para a endonuclease ou transcriptase rever¬ 
sa. No entanto, eles foram amplificados a ponto de tornarem-se o principal componente 
do nosso genoma, possivelmente pelo uso "pirata” de enzimas codificadas por outros 
transposons. funtos, os LINEs e os SINEs constituem mais de 30% do genoma humano 
(ver Figura 4-62); existem 500 mil copias de LINEs e mais de 1 milhao de copias de SINEs. 


Figura 5-63 Transposigao por um retrotransposon nao retroviral. A transposigao 
pelo elemento LI (em vermelho) inicia quando uma endonuclease ligada a transcriptase 
reversa de Z.7 (em verde) e o RNA de LI (em azul) produzem uma clivagem no DNA-alvo 
no local onde ocorrera a insergao. Essa clivagem libera uma extremidade 3'-OH no DNA- 
-alvo, que e utilizada como iniciador para a etapa de transcrigao reversa mostrada. Isso 
produz uma copia de DNA de fita simples do elemento diretamente ligada ao DNA-alvo. 
Em reagoes subsequentes, o processamento adicional da copia de DNA de fita simples 
resulta na formagao de uma nova copia de DNA de fita dupla do elemento LI, que e in- 
serida no sftio inicial de clivagem. 
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Diferentes elementos transponfveis predominam em diferentes 
organismos 

Varios tipos de elementos transpomveis foram descritos: (1) transposons de DNA, cuja 
mobilidade tem como base reagoes de clivagem e ligagao de DNA; (2) retrotransposons 
semelhantes a retrovirus, que tambem se movem por meio de clivagem e ligagao de 
DNA, mas tendo o RNA com fungao-chave, atuando como molde para originar o subs- 
trato para a recombinagao do DNA; e (3) retrotransposons nao retrovirais, nos quais uma 
copia de RNA do elemento e fundamental para sua incorporagao no DNA-alvo, atuando 
como um molde direto para o evento de transcrigao reversa dirigido pelo DNA-alvo. 

Curiosamente, tipos diferentes de transposons predominam em diferentes or¬ 
ganismos. A grande maioria de transposons bacterianos, por exemplo, e do tipo DNA, 
estando presentes uns poucos relacionados aos retrotransposons nao virais. Em leve- 
duras, os principais elementos moveis sao os retrotransposons semelhantes a retrovi¬ 
rus. Na Drosophila sao encontrados transposons de DNA, retrovirais e nao retrovirais. 
Finalmente, o genoma humano contem os tres tipos de transposons; entretanto, como 
apresentado a seguir, suas historias evolutivas sao bastante diferentes. 

As sequences genomicas revelam o numero aproximado de vezes 
que os elementos transponfveis foram movidos 

A sequencia nucleotidica do genoma humano nos fornece um precioso “registro fossil” 
da atividade dos transposons na escala evolutiva. A comparagao cuidadosa da sequencia 
nucleotidica de aproximadamente 3 milhoes de elementos transpomveis remanescentes 
presentes no genoma humano possibilitou a reconstrugao aproximada dos movimentos 
dos transposons no genoma de nossos ancestrais, durante centenas de milhares de anos. 
Por exemplo, os transposons de DNA parecem ter sido ativos muito antes da divergencia 
entre humanos e macacos do Velho Mundo (de 25 a 35 milhoes de anos atras); mas, como 
foram gradualmente acumulando mutagoes que os inativaram, eles tem estado dormen- 
tes na linhagem humana desde entao. Da mesma forma, apesar de o nosso genoma estar 
repleto de vestigios de retrotransposons semelhantes a retrovirus, nenhum parece estar 
atualmente ativo. Uma unica familia de retrotransposons semelhantes a retrovirus parece 
ter sofrido transposigao no genoma humano desde a divergencia entre humanos e chim- 
panzes, ha aproximadamente 6 milhoes de anos. Os retrotransposons nao retrovirais tam¬ 
bem sao bastante antigos, mas, ao contrario dos outros tipos, alguns ainda estao em movi- 
mento no nosso genoma, como mencionado anteriormente. Por exemplo, estima-se que 
o movimento de novo de um elemento Alu ocorra uma vez a cada 100 a 200 nascimentos 
humanos. O movimento de retrotransposons nao retrovirais e responsavel por uma pe- 
quena proporgao de novas mutagoes humanas - talvez duas mutagoes em cada mil. 

A situagao em camundongos e muito diferente. Apesar de os genomas de camun- 
dongos e humanos conterem aproximadamente a mesma densidade dos tres tipos de 
transposons, ambos os tipos de retrotransposons ainda estao em transposigao ativa no 
genoma de camundongos, sendo responsaveis por cerca de 10% das novas mutagoes. 

Embora estejamos apenas comegando a compreender como o movimento dos 
transposons contribuiu para a formagao dos genomas dos mamiferos atuais, foi pro- 
posto que grandes incrementos da atividade de transposigao poderiam ser responsaveis 
pelos eventos decisivos da especiagao durante a radiagao das linhagens de mamiferos 
a partir de um ancestral comum, um processo que teve inicio ha aproximadamente 170 
milhoes de anos. Nesse ponto, podemos apenas imaginar quantas das caracteristicas ex- 
clusivamente humanas resultaram da atividade dos muitos elementos geneticos moveis 
cujos resquicios sao hoje encontrados espalhados nos nossos cromossomos. 

A recombinagao sftio-especffica conservativa pode rearranjar o 
DNA de modo reversfvel 

Um tipo diferente de mecanismo de recombinagao, conhecido como recombinagao si- 
tio-especifica conservativa, reorganiza outros tipos de elementos de DNA moveis. Nes- 
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(A) 



INTEGRAgAO 

EXCISAO 


A 


B 



Figura 5-64 Dois tipos de rearranjos no DNA produzidos por recombinagao sftio-especffica conserva- 
tiva. A unica diferenga entre as reagoes em (A) e (B) e a orientagao relativa dos dois sftios de DNA (indicados 
por setas) em que ocorreu o evento de recombinagao sftio-especffica. (A) Por meio da reagao de integragao, uma 
molecula de DNA circular e incorporada em uma segunda molecula de DNA; pela agao reversa (excisao), ela 
pode ser liberada e regenerar o DNA circular original. Diversos virus bacterianos movem-se para dentro e para 
fora do cromossomo hospedeiro exatamente assim. (B) A recombinagao sftio-especffica conservativa tambem 
pode inverter urn segmento especffico de DNA no cromossomo. Urn exemplo bem estudado de inversao de 
DNA por essa recombinagao ocorre na bacteria Salmonella typhimurium, principal agente envolvido na intoxica- 
gao alimentar dos humanos; como descrito na proxima segao, a inversao de urn segmento de DNA altera o tipo 
de flagelo produzido pela bacteria. 


sa via, a clivagem e a ligagao ocorrem em dois sitios especificos, um em cada molecula 
de DNA participante do evento. Dependendo da posigao e da orientagao dos dois sitios 
de recombinagao, pode ocorrer integragao, excisao ou inversao do DNA (Figura 5-64). 
A recombinagao sitio-especifica conservativa e realizada por enzimas especializadas 
que clivam e religam as duas helices de DNA em sequencias especificas em cada mo¬ 
lecula. O mesmo sistema de enzimas que liga as duas moleculas tambem pode separa- 
-las, regenerando com precisao a sequencia das duas moleculas originais de DNA (ver 
Figura 5-64A). 

A recombinagao sitio-especifica conservativa e geralmente utilizada por virus de 
DNA, para moverem (inserir e remover) seus genomas do genoma das celulas hospe- 
deiras. Quando integrados no genoma do hospedeiro, o DNA viral e replicado com o 
DNA do hospedeiro e e fielmente transmitido a todas as celulas descendentes. Se a celula 
hospedeira sofre uma lesao (p. ex., radiagao UV) o virus pode reverter a reagao de recom¬ 
binagao sitio-especifica, remover seu genoma e acomoda-lo dentro de uma particula vi¬ 
ral. Assim, muitos virus podem ser replicados passivamente como um componente do 
genoma do hospedeiro, porem podem “abandonar o navio quando este esta afundando” 
pela excisao do seu genoma e empacotando-o em uma capa protetora ate que uma nova 
celula hospedeira sadia seja encontrada. 

Diversas caracteristicas diferenciam a recombinagao sitio-especifica conservativa 
da transposigao. Primeiro, a recombinagao sitio-especifica conservativa requer sequen¬ 
cias de DNA especializadas no DNA doador e no receptor (dai o termo sitio-especifica). 
Essas sequencias possuem sitios de reconhecimento para a recombinase especifica que 
catalisa o rearranjo. Em contraste, a transposigao necessita apenas que o transposon 
possua uma sequencia especializada; para a maioria dos transposons, o DNA receptor 
pode ter qualquer sequencia. Segundo, os mecanismos da reagao sao fundamentalmen- 
te diferentes. As recombinases que catalisam a recombinagao sitio-especifica conserva¬ 
tiva assemelham-se as topoisomerases no sentido de formarem ligagoes covalentes de 
alta energia transitorias com o DNA e utilizarem essa energia para completar o rearranjo 
de DNA (ver Figura 5-21). Dessa forma, todas as ligagoes de fosfato clivadas durante o 
evento de recombinagao sao regeneradas apos o termino (dai o termo conservativa). Em 
contraste, a transposigao nao ocorre atraves de um intermediary proteina-DNA unidos 
covalentemente, e esse processo produz lacunas no DNA que devem ser reparadas pelas 
DNA-polimerases. 
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Figura 5-65 Controlando a expressao 
genica por inversao de DNA em bac¬ 
terias. A alternancia da transcrigao de 
dois genes de flagelina em uma bacteria 
Salmonella e causada por um evento de 
recombinagao sftio-especffica que inverte 
um pequeno segmento de DNA contendo 
um promotor. (A) Em uma orientagao, 
o promotor ativa a transcrigao do gene 
da flagelina H2, assim como a proteina 
repressora que bloqueia a expressao do 
gene da flagelina HI. Promotores e repres- 
sores sao descritos em detalhes no Capf- 
tulo 7; aqui vemos simplesmente que um 
promotor e necessario para a expressao 
de um gene em uma proteina e que um 
repressor bloqueia essa agao. (B) Quando 
o promotor e invertido, ele nao mais ativa 
H2 ou o repressor, e o gene HI, que e 
liberado da repressao, e expresso em seu 
lugar. A reagao de inversao requer sequen¬ 
ces especfficas de DNA ( vermelho ) e uma 
enzima recombinase que e codificada pelo 
segmento inversfvel de DNA. Esse meca- 
nismo de recombinagao sftio-especffica e 
ativado apenas raramente (cerca de uma 
vez a cada 10 5 divisoes celulares). Portan- 
to, a produgao de uma flagelina ou outra 
tende a ser fielmente herdada em cada 
clone de celulas. 
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A recombinagao sftio-especffica conservativa pode ser utilizada 
para ativar ou inativar genes 

Muitas bacterias utilizam a recombinagao sitio-especifica conservativa para contro- 
lar a expressao de determinados genes. Um exemplo bem estudado ocorre na bacteria 
Salmonella , sendo conhecido como variagao de fase. A alteragao na expressao genica 
resulta da inversao ocasional de um segmento de DNA especifico de mil pares de nu- 
cleotideos, realizada por uma recombinase sitio-especifica conservativa codificada no 
genoma da Salmonella. Isso altera a expressao da proteina de superficie celular flagelina, 
para a qual a bacteria possui dois genes diferentes (Figura 5-65). A inversao do DNA 
altera a orientagao de um promotor (uma sequencia de DNA que promove a transcrigao 
de um gene) localizado dentro do segmento invertido. Com o promotor em uma orien¬ 
tagao, as bacterias sintetizam um tipo de flagelina; com o promotor na outra orientagao, 
elas sintetizam o outro tipo. A reagao de recombinagao e reversivel, permitindo que as 
populagoes de bacterias alternem entre os dois tipos de flagelina. Como as inversoes ra¬ 
ramente ocorrem e como essas alteragoes no genoma serao copiadas precisamente du¬ 
rante todos os ciclos de replicagao subsequentes, clones inteiros de bacterias terao um 
dos dois tipos de flagelina. 

A variagao de fase ajuda a proteger a populagao bacteriana contra a resposta imu- 
ne do seu hospedeiro vertebrado. Se o hospedeiro produz anticorpos contra um tipo de 
flagelina, algumas poucas bacterias cuja flagelina foi alterada pela inversao genica ainda 
serao capazes de sobreviver e de se multiplicar. 

Recombinases sftio-especfficas conservativas bacterianas 
tornaram-se valiosas ferramentas para a biologia celular e de 
desenvolvimento 

Assim como varios mecanismos usados por celulas e virus, a recombinagao sitio-espe¬ 
cifica tern sido utilizada para estudar uma grande variedade de questoes. Para decifrar 
a fungao de determinados genes e protemas em organismos multicelulares complexos, 
tecnicas de engenharia genetica sao usadas para produzir vermes, moscas e camundon- 
gos contendo genes que codificam uma enzima sitio-especifica alem de um DNA-alvo 
criteriosamente produzido com os sitios de DNA reconhecidos por essa enzima. No mo- 
mento apropriado, o gene que codifica a enzima pode ser ativado para rearranjar a se¬ 
quencia do DNA-alvo. Esse rearranjo e muito utilizado para remover um gene especifico 
em um tecido determinado de um organismo multicelular (Figura 5-66). Essas tecnicas 
sao especialmente uteis quando o gene de interesse possui fungao importante nos esta- 








CAPITULO 5 Replicagao, reparo e recombinagao do DNA 295 


EM UM TECIDO ESPECIFICO (p. ex. f o ffgado) 
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EM OUTROS TECIDOS, O GENE DE INTERESSE E EXPRESSO NORMALMENTE 
Gene da recombinase Cre 
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Promotor tecido-especffico 

(p. ex., o promotor ativo apenas no figado) 


Figura 5-66 Como uma enzima de recombinagao sitio-especifica conservativa bacteriana e utilizada para 
remover genes especfficos de determinados tecidos de camundongos. Essa tecnica requer a insergao de 
duas moleculas de DNA especialmente modificadas na linhagem germinativa do animal. A primeira contem o gene 
para recombinase (neste caso, a recombinase Cre do bacteriofago PI) controlada por urn promotor tecido-especf- 
fico, que assegura que a recombinase sera expressa apenas naquele tecido. A segunda molecula de DNA contem o 
gene de interesse flanqueado pelos sitios de reconhecimento para a recombinase (neste caso, os sitios LoxP). 

0 camundongo e modificado de modo que essa seja a unica copia desse gene. Portanto, se a recombinase for ex¬ 
pressa apenas no ffgado, o gene de interesse sera ausente nesse, e somente nesse tecido. A reagao que remove o 
gene e a mesma mostrada na Figura 5-64A. Como descrito no Capftulo 7, diversos promotores tecido-especfficos 
sao conhecidos; alem disso, muitos desses promotores sao ativados apenas em determinados perfodos do desen- 
volvimento. Assim, e possfvel estudar o efeito da remogao de genes especfficos em perfodos diferentes do desen- 
volvimento de cada tecido. 
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gios iniciais do desenvolvimento de varios tecidos, e sua remogao completa da linhagem 
germinativa causaria a morte precoce durante o desenvolvimento. A mesma estrategia 
pode ser empregada para expressar de forma inadequada qualquer gene especifico no 
tecido de interesse; aqui, a remogao provoca a jungao de um promotor transcricional 
forte ao gene de interesse. Com essas tecnicas, e possivel, em principio, determinar a 
influencia de qualquer protefna em qualquer tecido de um animal intacto. 

Resumo 

Os genomas de praticamente todos os organismos contem elementos geneticos moveis que 
sao capazes de se mover de uma posigao do genoma para outra, por um processo de re- 
combinagao tanto sitio-especifica transposicional como conservativa. Na maior parte dos 
casos, esse movimento e aleatorio e ocorre em uma frequencia muito baixa. Os elementos 
geneticos moveis incluem os transposons, que podem movimentar-se apenas dentro de 
uma unica celula (e suas descendentes), e os virus, cujos genomas podem ser integrados ao 
genoma das suas celulas hospedeiras. 

Existem tres classes de transposons: os transposons de DNA, os retrotransposons se- 
melhantes a retrovirus e os retrotransposons nao retrovirais. Todas, exceto a ultima, sao 
relacionadas aos virus. Embora os virus e os elementos moveis possam ser vistos como pa- 
rasitas, muitos dos novos arranjos nas sequencias de DNA produzidos pelos seus eventos 
de recombinagao sitio-especificaforam decisivos na criagao da variagao genetica essencial 
para a evolugao das celulas e organismos. 


O QUE NAO SABEMOS 

• Como a replicagao do DNA com¬ 
pete com todos os outros proces¬ 
ses que ocorrem simultaneamente 
nos cromossomos, incluindo repa¬ 
ro de DNA e transcrigao genica? 

• Qual o fundamento para a baixa 
frequencia de erros na replica¬ 
gao do DNA observada em todas 
as celulas? Isso e o melhor que as 
celulas conseguem em fungao da 
velocidade de replicagao e dos 
limites da difusao molecular? 
A taxa de mutagao foi selecionada 
durante a evolugao para gerar a 
variagao genetica? 

• As celulas possuem, basicamente, 
apenas uma maneira de replicar 
seu DNA, porem diversas manei- 
ras para corrigi-lo. Existirao outras 
maneiras diferentes de reparo de 
DNA ainda nao descobertas? 

• Sera que os inumeros transposons 
"mortos" no genoma humano 
fornecem algum beneffcio aos se¬ 
res humanos? 
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TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

5-1 As diferentes celulas no seu corpo raramente tern ge- 
nomas com sequencia nucleotidica identica. 

5-2 Na E. coli, onde a forquilha de replicagao avanga 
500 pares de nucleotideos por segundo, o DNA a frente da 
forquilha - na ausencia das topoisomerases - teria sofrido 
uma rotagao de quase 3 mil revolugoes por minuto. 

5-3 Na bolha de replicagao, a mesma fita parental de DNA 
atua como fita-molde para a smtese de fita-lider em uma for¬ 
quilha de replicagao e como molde para a fita retardada na 
outra forquilha. 

5-4 Quando forquilhas de replicagao bidirecionais oriun- 
das de origens adjacentes se encontram, uma fita-lider sem- 
pre encontra uma fita retardada. 

5-5 Todos os mecanismos de reparo do DNA dependem da 
existencia de duas copias da informagao genetica, uma em 
cada um dos cromossomos homologos. 

Discuta as questoes a seguir. 

5-6 Para determinar a reprodutibilidade de medidas da 
frequencia de mutagoes, voce faz o seguinte experimento: 
voce inocula cada uma de 10 culturas com uma unica bac¬ 
teria E. coli, permite que a cultura cresga ate que contenha 
10 6 celulas, e entao verifica o mirnero de celulas que contem 
a mutagao no gene de interesse em cada cultura. Voce fica 
tao surpreso com os resultados iniciais que repete os expe- 
rimentos para confirma-los. Ambos os grupos de resultados 
apresentam grande variabilidade, como mostrado na Tabela 
Q5-1. Assumindo que a taxa de mutagao e constante, como 
voce explica essa grande variagao nas frequences de celulas 
mutantes em culturas diferentes? 


jFrequencias de celulas mutantes em 
multiplas culturas 

Cultura (celulas mutantes/10 6 celulas) 
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5-7 As enzimas de reparo do DNA corrigem, preferential - 
mente, bases pareadas de modo incorreto na fita de DNA 
recem-sintetizada, utilizando a fita original como molde. 
Se os pareamentos incorretos fossem corrigidos sem levar 
em conta qual fita atua como molde, o reparo de pareamento 
incorreto reduziria os erros da replicagao? Um sistema de re¬ 
paro desse tipo resultaria em menos mutagoes, mais muta¬ 
goes ou no mesmo mirnero de mutagoes que apresentariam 
sem nenhum tipo de reparo? Justifique sua resposta. 

5-8 Discuta a seguinte afirmativa: “A primase e uma enzi- 
ma descuidada que comete muitos erros. Os iniciadores de 
RNA que ela produz sao, mais tarde, substituidos por DNA 
sintetizado por uma polimerase com uma fidelidade mais 
alta. Isso e um desperdicio. Seria mais energeticamente efi- 


ciente se uma DNA-polimerase produzisse uma copia mais 
correta ja no initio do processo.” 

5-9 Se a DNA-polimerase requer um iniciador perfeita- 
mente pareado para adicionar o proximo nucleotideo, como 
um nucleotideo pareado incorretamente "escapa” desse 
requerimento e torna-se um substrato para as enzimas de re¬ 
paro de pareamento incorreto? 

5-10 O laboratorio no qual voce trabalha esta pesquisan- 
do o ciclo vital de um virus animal com genoma de DNA de 
fita dupla circular. Seu projeto e definir a localizagao da(s) 
origem(ns) de replicagao e determinar se a replicagao ocorre 
em ambas as diregoes a partir da origem (replicagao unidi- 
recional ou bidirecional). Para alcangar o objetivo, voce lisa 
as celulas infectadas com o virus, isola os genomas virais em 
replicagao, trata com enzimas de restrigao que clivam o ge¬ 
noma em um unico sitio e examina as moleculas resultan- 
tes em um microscopio eletronico. Algumas das moleculas 
observadas estao ilustradas esquematicamente na Figura 
Q5-1. (Observe que e impossivel distinguir a orientagao de 
uma molecula de DNA em relagao a outra ao microscopio 
eletronico.) 

Voce deve apresentar suas conclusoes ao resto do pes- 
soal do laboratorio amanha. Como voce respondera as duas 
questoes solicitadas? Ha uma unica origem de replicagao ou 
sao varias? A replicagao e unidirecional ou bidirecional? 
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5-11 Voce esta investigando a smtese de DNA em celu¬ 
las de cultura de tecido, usando 3 H-timidina para marcar 
radioativamente as forquilhas de replicagao. As celulas 
sao lisadas de modo a permitir que algumas fitas de DNA 
se estendam para fora e longas cadeias de DNA intactas 
possam ser isoladas e examinadas. Voce cobre o DNA com 
uma emulsao fotografica e expoe por 3 a 6 meses, em um 
processo conhecido como autorradiografia. Como a emul¬ 
sao e sensivel a emissao radioativa, o DNA marcado com 3 H 
aparece como rastros de graos prateados. A extensao pro- 
voca o colapso das bolhas de replicagao, de modo que os 
duplex-filhos ficam dispostos lado a lado e nao podem ser 
distinguidos entre si. 
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(A) 



Figura Q5-2 Investigagao autorradiografica da replicagao do DNA de celulas 
em cultura. (A) Adigao de 3 H-timidina imediatamente apos a liberagao do 
bloqueador de sincronizagao. (B) Adigao de 3 H-timidina 30 minutos apos a 
liberagao do bloqueador de sincronizagao. 

Voce realiza o pre-tratamento das celulas para sincro- 
niza-las no imcio da fase S. No primeiro experimento, voce 
libera o bloqueador de sincronizagao e adiciona a 3 H-timi- 
dina imediatamente. Apos 30 minutos, as celulas sao lava- 
das e trocadas para um meio com a mesma concentragao de 
timidina que o anterior, mas apenas um tergo da timidina e 
radioativa. Apos mais 15 minutos, o DNA e preparado para a 
autorradiografia. Os resultados desse experimento sao mos- 
trados na Figura Q5-2A. No segundo experimento, o blo¬ 
queador de sincronizagao e liberado, porem a 3 H-timidina so 
e adicionada 30 minutos depois da liberagao. Apos 30 minu¬ 
tos na presenga da 3 H-timidina, o meio e trocado novamente 
para reduzir a concentragao de timidina radioativa e as ce¬ 
lulas sao incubadas por mais 15 minutos. Os resultados do 
segundo experimento sao mostrados na Figura Q5-2B. 

A. Explique o porque de, em ambos os experimentos, al- 
gumas regioes dos rastros serem bem densas com graos de 
prata (escuras), enquanto outras sao menos densas (claras). 

B. No primeiro experimento, cada rastro apresenta uma 
segao central escura com segoes mais claras de cada lado. 
No segundo experimento, a segao escura de cada rastro 
apresenta uma segao clara em apenas uma extremidade. Ex¬ 
plique a razao para essa diferenga. 

C. Estime a velocidade do movimento da forquilha (pm/ 
min) nesses experimentos. As estimativas para os dois expe¬ 
rimentos concordam? Essa informagao pode ser usada para 
medir quanto tempo levaria para replicar todo o genoma? 

5-12 Se voce comparar a frequencia das 16 sequencias 
possiveis de dinucleotideos nos genomas da E. coli e huma- 
no, nao existem diferengas significativas, exceto por um di- 
nucleotideo 5'-CG-3'. A frequencia de dinucleotideos CG no 
genoma humano e significativamente menor do que na 
E. coli e significativamente menor do que seria esperado por 
ocorrencia aleatoria. Por que, em sua opiniao, o dinucleoti- 
deo CG e sub-representado no genoma humano? 

5-13 Com o passar do tempo, as celulas somaticas pa- 
recem acumular "cicatrizes” genomicas que resultam do 
reparo impreciso de quebras na fita dupla pela ligagao de 


extremidades nao homologas (NHEf, nonhomologous end- 
-joining). Estimativas baseadas na frequencia das quebras 
em fibroblastos primarios sugerem que, aos 70 anos, cada 
celula somatica humana possui mais de 2 mil mutagoes 
induzidas pela NHEJ devido ao reparo incorreto. Se essas 
mutagoes estao espalhadas aleatoriamente pelo genoma, 
quantos genes codificadores de protemas voce estimaria que 
seriam afetados? Como isso afetaria a fungao celular? Justi- 
fique sua resposta. (Considere que 2% do genoma - 1,5% de 
genes que codificam protemas e 0,5% de regioes de regula- 
gao - contem informagoes essenciais.) 

5-14 Desenhe a estrutura da jungao de Holliday dupla 
que resulta da invasao de fitas pelas duas extremidades de 
um duplex quebrado a um duplex homologo intacto, mos- 
trada na Figura Q5-3. Marque a extremidade esquerda em 
cada fita da jungao de Holliday 5' ou 3' para deixar claro as 
relagoes entre as fitas parentais e as recombinantes. Indique 
como a smtese de DNA pode ser usada para preencher em 
cada fita simples os intervalos da jungao de Holliday dupla. 

5' 3' 

Figura Q5-3 Um duplex clivado com 
S' _ _ 3^ caudas de fita simples prontas para in- 

vadir um duplex homologo intacto. 

5-15 Alem de corrigir malpareamento do DNA, o sistema 
de reparo de pareamentos incorretos atua evitando a ocor¬ 
rencia de recombinagao homologa entre sequencias seme- 
lhantes, porem nao identicas. Por que a recombinagao entre 
sequencias semelhantes, mas nao identicas, seria um pro- 
blema para as celulas humanas? 

5-16 A recombinase Cre e uma enzima sitio-especifica que 
catalisa a recombinagao entre dois sitios LoxP de DNA. A re¬ 
combinase Cre pareia dois sitios LoxP com a mesma orien- 
tagao, quebra os dois duplex no mesmo local em cada sitio 
LoxP e religa as extremidades com os novos parceiros de 
modo que os sitios LoxP sejam regenerados, como mostrado 
na Figura Q5-4A. Com base neste mecanismo, demonstre o 
arranjo das sequencias que serao regeneradas pela recom¬ 
binagao sitio-especifica mediada por Cre para cada um dos 
dois segmentos de DNA mostrados na Figura Q5-4B. 

(A) 

CLIVAGEM RELIGAgAO W 

► ► 

(B) 

a a c d 

Figura Q5-4 Recombinagao sitio-especifica mediada pela recombinase Cre. 
(A) Representagao esquematica da recombinagao sitio-especifica Cre/LoxP. 

As sequencias de LoxP no DNA estao representadas por triangulos coloridos 
para que o evento de recombinagao sitio-especifica possa ser seguido mais 
facilmente. Na realidade, as suas sequencias de DNA sao identicas. (B) Subs- 
tratos de DNA contendo dois rearranjos dos sitios LoxP. 














298 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


REFERENCES 

Gerais 

Brown TA (2007) Genomes 3. New York: Garland Science. 

Friedberg EC, Walker GC, Siede W et al. (2005) DNA Repair and 
Mutagenesis. Washington, DC: ASM Press. 

Haber JE (2013) Genome Stability: DNA Repair and Recombination. New 
York: Garland Science. 

Hartwell L, Hood L, Goldberg ML et al. (2010) Genetics: from Genes to 
Genomes. Boston: McGraw Hill. 

Stent GS (1971) Molecular Genetics: An Introductory Narrative. San 
Francisco: WH Freeman. 

Watson J, Baker T, Bell S et al. (2013) Molecular Biology of the Gene, 7th ed. 
Menlo Park, CA: Benjamin Cummings. 

Manutenqao das sequencias de DNA 

Conrad DF, Keebler J, DePristo M et al. (2011) Variation in genome-wide 
mutation rates within and between human families. 

Nat. Genet 43, 712-714. 

Catarina D & Eichler EE (2013) Properties and rates of germline mutations in 
humans. Trends Genet. 29, 575-584. 

Cooper GM, Brudno M, Stone ES et al. (2004) Characterization of 
evolutionary rates and constraints in three mammalian genomes. Genome 
Res. 14, 539-548. 

Hedges SB (2002) The origin and evolution of model organisms. Nat Rev. 
Genet. 3, 838-849. 

King MC & Wilson AC (1965) Evolution at two levels in humans and 
chimpanzees. Science 188, 107-116. 

Mecanismos de replicaqao do DNA 

Alberts B (1998) The cell as a collection of protein machines: preparing the 
next generation of molecular biologists. Cell 92, 291-294. 

Kelch BA, Makino DL, O'Donnell M et al. (2011) How a DNA polymerase 
clamp loader opens a sliding clamp. Science 334, 1675-1680. 

Kornberg A (1960) Biological synthesis of DNA. Science 131,1503-1508. 

Li JJ & Kelly TJ (1984) SV40 DNA replication in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 81,6973-6977. 

Meselson M & Stahl FW (1958) The replication of DNA in E. coli. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 44, 671-682. 

Modrich P & Lahue R (1996) Mismatch repair in replication fidelity, genetic 
recombination, and cancer biology. Annu. Rev Biochem. 65, 101-133. 

O'Donnell M, Langston L & Stillman B (2013) Principals and concepts of 
DNA replication in Bacteria, Archaea, and Eukarya. Cold Spring Hard. Lab. 
Perspect. Biol. 195, 1231-1240. 

Okazaki R, Okazaki T, Sakabe K et al. (1968) Mechanism of DNA chain 
growth. I. Possible discontinuity and unusual secondary structure of newly 
synthesized chains. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 59, 598-605. 

Raghuraman MK, Winzeler EA, Collingwood D et al. (2001) Replication 
dynamics of the yeast genome. Science 294, 1 15-121. 

Rao PN & Johnson RT (1970) Mammalian cell fusion: studies on the 
regulation of DNA synthesis and mitosis. Nature 225, 159. 

Vos SM, Tretter EM, Schmidt BH et al. (2011) All tangled up: how cells direct, 
manage and exploit topoisomerase function. Nat. Rev Mol. Cell Biol. 12, 
827-841. 

Imcio e termino da replicagao do DNA nos 
cromossomos 

Chan SR & Blackburn EH (2004) Telomeres and telomerase. Philos. Trans. R. 
Soc. Lond. B Bio. Sci. 359, 109-121. 

Gilbert DM (2010) Evaluating genome-scale approaches to eukaryotic DNA 
replication. Nat. Rev. Genet. 11,673-684. 

deLang T (2009) How telomeres solve the end-protection problem. Science 
326, 948-952. 


Mechali M (2010) Eukaryotic DNA replication origins: many choices for 
appropriate answers. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1 1, 728-738. 

Nandakumar J & Cech T (2013) Finding the end: recruitment of telomerase 
to telomeres. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 14, 69-82. 

Reparo do DNA 

Goodman MF & Woodgate, R (2013) Translesion DNA polymerases. Cold 
Spring Harb. Perspect. Biol. 5, a010363. 

Hanawalt PC & Spivak G (2008) Transcription-coupled DNA repair: 
two decades of progress and surprises. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 

9, 958-970. 

Lindahl T (1993) Instability and decay of the primary structure of DNA. 

Nature 362, 709-715. 

Maikova A & Haber JE (2012) Mutations arising during repair of chromosome 
breaks. Annu. Rev Genet. 46, 455-473. 

Prakash S, Johnson RE & Prakash L (2005) Eukaryotic translesion synthesis 
DNA polymerases: specificity of structure and function. Annu. Rev 
Biochem. 74, 317-353. 

Reardon JT & Sancar A (2005) Nucleotide excision repair. Prog. Nucleic Acid 
Res. Mol. Biol. 79, 183-235. 

Recombinaqao homologa 

Chen Z, Yang H & Pavletich NP (2008) Mechanism of homologous 
recombination from the RecA-ssDNA/dsDNA structures. Nature 453, 
489-494. 

Cox MM (2001) Historical overview: searching for replication help in all of 
the rec places. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 8173-8180. 

Heyer WD, Ehmsen KT & Liu J (2010) Regulation of homologous 
recombination in eukaryotes. Annu. Rev. Genet. 44, 113-139. 

Holliday R (1990) The history of the DNA heteroduplex. BioEssays 
12,133-142. 

Hunter N (2006) Meiotic recombination. In Topics in Current Genetics, 
Molecular Genetics of Recombination, Aguilera A & Rothstein R (eds), pp. 
381-422. Springer-Verlag: Heidelberg. 

de Massy B (2013) Initiation of meiotic recombination: how and where? 
Conservation and specificities among eukaryotes. Annu. Rev. Genet. 47, 
563-599. 

Michel B, Gromponee G, Flores MJ & Bidnenko V (2004) Multiple pathways 
process stalled replication forks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 12783- 
12788. 

Moynahan ME & Jasin M (2010) Mitotic homologous recombination 
maintains genomic stability and suppresses tumorigenesis. Nat. Rev. Mol. 
Cell Biol. 11, 196-207. 

Szostak JW, Orr-Weaver TK, Rothstein RJ et al. (1983) The double-strand 
break repair model for recombination. Cell 33, 25-35. 

West SC (2003) Molecular views of recombination proteins and their control. 
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4(6), 435-445. 

Yeeles JY, Poli J, Marians KJ et al. (2013) Rescuing stalled or damaged 
replication forks. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 5, aOI 2815. 

Zickler D & Kleckner N (1999) Meiotic chromosomes: integrating structure 
and function. Annu. Rev. Genet. 33, 603-754. 

Transposigao e recombinagao sitio-especffica 
conservativa 

Comfort NC (2001) From controlling elements to transposons: 

Barbara McClintock and the Nobel Prize. Trends Biochem. Sci. 

26, 454-457. 

Grindley ND, Whiteson KL & Rice PA (2006) Mechanisms of site-specific 
recombination. Annu. Rev. Biochem. 75, 567-605. 

Huang, CR, Burns KH & Boeke JD (2012) Active transposition in genomes. 
Annu. Rev. Genet. 46, 651-675. 

Varmus H (1988) Retroviruses. Science 240, 1427-1435. 



Como as celulas leem o 
genoma: do DNA a proteina 


CAPITULO 

6 


Desde a descoberta da estrutura do DNA no imcio de 1950, os progressos em biologia 
celular e molecular tern sido surpreendentes. Atualmente, sao conhecidas as sequencias 
genomicas completas de milhares de organismos diferentes, o que nos revelou detalhes 
fascinantes da sua bioquimica, bem como indicios importantes sobre a forma como es¬ 
ses organismos evoluiram. Tambem foram determinadas as sequencias completas do 
genoma de milhares de seres humanos individuals, bem como de alguns de nossos pa- 
rentes agora extintos, como os neandertais. O conhecimento da quantidade maxima de 
informagao necessaria para que se produza um organismo complexo, como um ser hu- 
mano, nos permite identificar os limites das caracteristicas bioquimicas e estruturais das 
celulas e deixa claro que a biologia nao e infinitamente complexa. 

Como discutido no Capitulo 1, o DNA genomico nao controla a sintese de proteinas 
diretamente, mas utiliza o RNA como intermediary. Quando a celula requer uma protema 
especifica, a sequencia de nucleotideos da regiao apropriada de uma molecula de DNA ex- 
tremamente longa em um cromossomo e inicialmente copiada sob a forma de RNA (atraves 
de um processo denominado transcrigao). Sao essas copias de RNA de segmentos de DNA 
que sao utilizadas diretamente como moldes para promover a sintese da protema (em um 
processo denominado tradugao). O fluxo da informagao genetica nas celulas e, portanto, 
de DNA para RNA e deste para protema (Figura 6-1). Todas as celulas, desde a bacteria ate 
os seres humanos, expressam sua informagao genetica dessa maneira - um principio tao 
fundamental que e denominado dogma central da biologia molecular. Apesar da universa- 
lidade do dogma central da biologia molecular, existem variagoes importantes em como a 
informagao flui do DNA para a protema em certos organismos. A principal delas e que os 
transcritos de RNA em celulas eucarioticas sao submetidos a uma serie de etapas de proces- 
samento no nucleo, incluindo o splicing do RNA, antes que se permita sua saida do nucleo e 
sua tradugao em protema. Como discutiremos neste capitulo, tais etapas de processamento 
podem modificar substancialmente o “significado” de uma molecula de RNA e sao, portan¬ 
to, cruciais para a compreensao de como as celulas eucarioticas leem o genoma. 

Embora nosso enfoque neste capitulo seja a produgao das proteinas codificadas 
pelo genoma, veremos que, para diversos genes, o RNA e o produto final. Assim como as 
proteinas, algumas dessas moleculas de RNA se enovelam em estruturas tridimensionais 
precisas que desempenham fungoes estruturais e cataliticas na celula. Outras moleculas 
de RNA, como discutiremos no proximo capitulo, atuam principalmente como regula- 
dores da expressao genica. Mas as fungoes de diversas moleculas de RNA nao codifica- 
dor ainda nao sao conhecidas. 

Apesar de termos imaginado originalmente que a informagao presente nos geno- 
mas estaria organizada de forma ordenada, de forma semelhante a um dicionario ou 
uma lista telefonica, o que se viu e que os genomas da maioria dos organismos multi- 
celulares sao surpreendentemente desordenados, o que reflete as suas historias evolu- 
tivas caoticas. Os genes nesses organismos consistem principalmente de uma longa se¬ 
quencia de exons curtos e introns longos que se alternam, como discutido no Capitulo 4 
(ver Figura 4-15D). Alem disso, os pequenos segmentos da sequencia de DNA que codi- 
ficam proteinas estao intercalados com grandes blocos de DNA aparentemente sem fun- 
gao. Algumas regioes do genoma contem varios genes, e outras carecem inteiramente de 
genes. Mesmo as proteinas que funcionam intimamente unidas na celula frequentemen- 
te sao codificadas por genes localizados em diferentes cromossomos, e genes adjacen- 
tes codificam proteinas que apresentam pouca relagao na celula. Portanto, decodificar 
genomas nao e uma tarefa simples; mesmo com o auxilio de computadores potentes, e 
dificil para os pesquisadores definir categoricamente o imcio e o fim dos genes, e ain¬ 
da mais dificil e decifrar quando e onde cada gene sera expresso na vida do organismo. 
Ainda assim, as celulas no nosso organismo executam essas fungoes automaticamente 
milhares de vezes a cada segundo. 
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Figura 6-1 A via do DNA a protelna. 

0 fluxo da informagao genetica do DNA 
ao RNA (transcrigao) e do RNA a proteina 
(tradugao) ocorre em todas as celulas vivas. 
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Figura 6-2 Representagao esquematica de uma pequena porgao do cromossomo X humano. Como resumido na 
legenda, os genes codificadores de proteinas conhecidos (comegando no Abcdl e terminando no F8) sao mostrados em cinza 
escuro, com as regioes codificadoras (exons) indicadas por barras que se estendem acima e abaixo da linha central. RNAs nao 
codificadores, com fungoes conhecidas, sao indicados por losangos roxos. Triangulos amarelos indicam as posigoes dentro das 
regioes codificadoras de proteinas, onde as sequences do genoma Neanderthal codificam urn aminoacido diferente daquele 
encontrado no genoma humano. 0 trecho de triangulos amarelos no gene Tktll parece ter sido positivamente selecionado des- 
de a divergence entre Homo sapiens e neandertais, cerca de 200 mil anos atras. Observe que a maioria das proteinas e identica 
entre nos e nosso parente extinto. 0 histograma azul indica o grau de conservagao de porgoes do genoma humano em relagao 
a outras especies de vertebrados. E provavel que genes adicionais, atualmente nao identificados, tambem se encontrem nessa 
porgao do genoma humano. 

Os genes nos quais uma mutagao provoca uma doenga humana hereditaria sao indicados por colchetes vermelhos. 

0 gene Abcdl , codifica uma proteina que importa acidos graxos para o peroxissomo; mutagoes nesse gene causam desmielini- 
zagao dos nervos que pode resultar em perturbagoes cognitivas e disturbios do movimento. A incontinencia pigmentare uma 
doenga que afeta a pele, os cabelos, as unhas, os dentes e os olhos. A hemofilia A e uma doenga hemorragica causada por 
mutagoes no gene do Fator VIII, que codifica uma proteina da cascata de coagulagao do sangue. Visto que os homens tern uma 
unica copia do cromossomo X, a maioria das condigoes aqui apresentadas afeta somente os homens; as mulheres que herdam 
urn desses genes defeituosos sao frequentemente assintomaticas, pois uma proteina funcional e produzida a partir de seu outro 
cromossomo X. (Cortesia de Alex Williams, obtida da University of California, Genome Browser, http://genome.ucsc.edu.) 

Os problemas que as celulas enfrentam na decodificagao dos genomas podem ser 
avaliados ao se considerar uma porgao bastante pequena do genoma humano (Figura 
6-2). A regiao ilustrada representa menos de 1/2.000 do nosso genoma e inclui pelo me- 
nos 48 genes que codificam proteinas e seis genes para moleculas de RNA nao codifica- 
dor. Quando consideramos todo o genoma humano, so podemos maravilhar-nos com 
a capacidade das nossas celulas em lidar com tamanha presteza e precisao com essa 
enorme quantidade de informagao. 

Neste capitulo, explicaremos como as celulas decodificam e usam a informagao 
contida em seus genomas. Veremos que muito foi descoberto sobre como as instrugoes 
geneticas escritas em um alfabeto de apenas quatro "letras” - os quatro diferentes nu- 
cleotideos do DNA - determinam a formagao de uma bacteria, uma mosca-das-frutas ou 
um ser humano. No entanto, se ainda temos muito a descobrir sobre como a informagao 
armazenada no genoma de um organismo e capaz de produzir mesmo a mais simples 
bacteria unicelular, a qual contem 500 genes, o que nao dizer do desenvolvimento de um 
ser humano com aproximadamente 30 mil genes. Ainda desconhecemos uma enorme 
quantidade de informagoes; portanto muitos desafios fascinantes aguardam as proximas 
geragoes de biologos celulares. 

DO DNA AO RNA 

A transcrigao e a tradugao sao os meios pelos quais as celulas leem, ou expressam, as 
instrugoes geneticas de seus genes. Como muitas copias identicas de RNA podem ser 
produzidas a partir do mesmo gene, e como cada molecula de RNA pode promover a 
smtese de varias moleculas identicas de proteina, as celulas podem, quando necessario, 
sintetizar uma grande quantidade de proteina a partir de um simples gene. No entanto, 
genes podem ser transcritos e traduzidos em taxas diferentes, permitindo que a celula 
sintetize enormes quantidades de certas proteinas e minimas quantidades de outras (Fi- 
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Figura 6-3 Os genes podem ser expres¬ 
ses em diferentes graus de eficiencia. 

Neste exemplo, o gene A e transcrito de 
maneira mais eficiente do que o gene B 
e cada molecula de RNA que ele produz 
tambem e traduzida mais frequentemente. 
Isso torna a quantidade da proteina A na 
celula muito maior do que a quantidade da 
proteina B. 
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gura 6-3). Alem disso, como veremos no proximo capitulo, uma celula pode alterar (ou 
regular) a expressao de cada um de seus genes de acordo com suas necessidades - na 
maioria das vezes, pelo controle da produgao das moleculas de RNA. 

As moleculas de RNA sao fitas simples 

A primeira etapa executada pela celula para ler a informagao necessaria a partir de suas 
instrugoes geneticas e a copia de um segmento especifico da sequencia de nucleotideos 
do DNA - um gene - sob a forma de uma sequencia de nucleotideos de RNA (Figura 
6-4). A informagao na forma de RNA, embora copiada em uma forma quimica distin- 
ta, ainda e escrita essencialmente na mesma linguagem do DNA - a linguagem de uma 
sequencia de nucleotideos. Por isso, o nome dado para a produgao de moleculas de RNA 
a partir do DNA e transcrigao. 

Assim como o DNA, o RNA e um polimero linear composto por quatro tipos dife- 
rentes de subunidades nucleotidicas unidas entre si por ligagoes fosfodiester (ver Figura 
6-4). O RNA difere quimicamente do DNA em dois aspectos: (1) os nucleotideos do RNA 
sao ribonucleotideos - isto e, eles contem o agucar ribose (de onde vem o nome acido 
n&onucleico) em vez de desoxirribose; (2) embora, assim como o DNA, o RNA contenha 
as bases adenina (A), guanina (G) e citosina (C), ele contem a base uracila (U), em vez 
da timina (T), que ocorre no DNA (Figura 6-5). Uma vez que U, assim como T, pode 
formar pares pelo estabelecimento de ligagoes de hidrogenio com A (Figura 6-6), as pro- 
priedades de complementaridade por pareamento de bases descritas para o DNA nos 
Capitulos 4 e 5 tambem se aplicam ao RNA (no RNA, G forma par com C, e A forma par 
com U). No entanto, e possivel encontrar outros tipos de pareamento de bases no RNA: 
por exemplo, G ocasionalmente forma par com U. 

Apesar de essas diferengas quimicas serem pequenas, o DNA e o RNA diferem 
drasticamente em termos de sua estrutura geral. Enquanto o DNA sempre ocorre nas 
celulas sob a forma de uma helice de fita dupla, o RNA se apresenta como fita simples. 
Assim, as cadeias de RNA podem se enovelar sob diversas formas, similarmente ao que 
ocorre com uma cadeia de polipeptideos que se enovela em uma conformagao deter- 
minada dando uma forma final a protema (Figura 6-7). Como veremos posteriormente 
neste capitulo, a capacidade de se enovelar em formas tridimensionais complexas per- 
mite que algumas moleculas de RNA desempenhem fungoes estruturais e cataliticas. 


Figura 6-4 Um pequeno fragmento de 

RNA. A ligagao quimica fosfodiester entre 
nucleotideos no RNA e a mesma que ocorre 
no DNA. 


A transcrigao produz uma molecula de RNA complementar a uma 
das fitas do DNA 

Todo o RNA de uma celula e produzido a partir da transcrigao do DNA, em um processo 
que apresenta certas similaridades em relagao ao processo de replicagao do DNA, discu- 
tido no Capitulo 5. A transcrigao inicia com a abertura e a desespiralizagao de uma pe- 
quena porgao da dupla-helice de DNA, o que expoe as bases em cada fita do DNA. Uma 


Figura 6-5 Estrutura quimica do RNA. 

(A) 0 RNA contem o agucar ribose, que difere 
da desoxirribose, o agucar presente no DNA, 
pela presenga de um agrupamento -OH adi- 
cional. (B) 0 RNA contem a base uracila, que 
difere da timina, a base equivalente no DNA, 
pela ausencia de um grupo -CH 3 . 
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Figura 6-6 A uracila forma pares de bases com a adenina. A ausencia de um gru- 
po metila em U nao tern efeito no pareamento de bases; assim, os pares de bases U-A 
assemelham-se muito aos pares de bases T-A (ver Figura 4-4). 

das duas fitas da dupla-helice de DNA, entao, serve como um molde para a smtese de 
uma molecula de RNA. Assim como na replicagao de DNA, a sequencia de nucleotideos 
da cadeia de RNA e determinada pelo pareamento de bases complementares entre os 
nucleotideos a serem incorporados e o DNA-molde. Quando um pareamento adequado 
e estabelecido (A com T, U com A, G com C e C com G), o ribonucleotideo a ser incor- 
porado e covalentemente ligado a cadeia de RNA em formagao, atraves de uma reagao 
catalisada enzimaticamente. A cadeia de RNA produzida por transcrigao - o transcrito 
- e, a seguir, aumentada 1 nucleotideo por vez e possui uma sequencia de nucleotideos 
exatamente complementar a fita de DNA utilizada como molde (Figura 6-8). 

No entanto, a transcrigao difere da replicagao de DNA em varios aspectos importan- 
tes. Diferentemente de uma fita de DNA recem-formada, a fita de RNA nao permanece liga- 
da a fita de DNA-molde por ligagoes de hidrogenio. Em um ponto situado imediatamente 
apos a regiao onde os ribonucleotideos foram adicionados, a cadeia de RNA e deslocada, e 
a helice de DNA se reassocia. Assim, as moleculas de RNA produzidas pela transcrigao sao 
liberadas do DNA-molde sob a forma de fita simples. Alem disso, como essas moleculas de 
RNA sao copiadas apenas de uma regiao definida do DNA, as moleculas de RNA sao muito 
menores que as moleculas de DNA. Uma molecula de DNA em um cromossomo humano 
pode chegar a 250 milhoes de pares de nucleotideos de comprimento, enquanto a maioria 
das moleculas de RNA nao tern comprimento superior a alguns milhares de nucleotideos, 
e muitas moleculas de RNA sao mesmo consideravelmente menores. 
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RNA-polimerases realizam a transcrigao 

As enzimas que realizam a transcrigao sao denominadas RNA-polimerases. Assim como 
a DNA-polimerase catalisa a replicagao do DNA (discutida no Capitulo 5), as RNA-polime- 



Figura 6-7 O RNA pode se enovelar 
formando estruturas especificas. 

0 RNA e principalmente de fita simples, 
mas com frequencia contem pequenos 
segmentos de nucleotideos que podem for- 
mar um pareamento convencional com se¬ 
quences complementares encontradas em 
outras regioes da mesma molecula. Tais in- 
teragoes, juntamente a pareamentos "nao 
convencionais" adicionais, permitem a uma 
molecula de RNA se enovelar sobre si mes¬ 
ma, formando uma estrutura tridimensional 
determinada por sua sequencia de nucleo¬ 
tideos (Animagao 6.1). (A) Diagrama de 
uma estrutura enovelada de RNA mostran- 
do apenas interagoes convencionais entre 
pares de bases. (B) Estrutura apresentando 
tanto interagoes convencionais (vermelho) 
quanto nao convencionais (verde) entre 
pares de bases. (C) A estrutura de um RNA 
real, que catalisa seu proprio splicing (ver 
p. 324). Cada pareamento convencional e 
indicado por um "trago" na dupla-helice. 

As bases em outras configuragoes estao 
indicadas por tragos descontinuos. 
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Figura 6-8 A transcri^ao do DNA produz 
uma molecula de RNA de fita simples que 
e complementar a uma das fitas da dupla- 
-helice de DNA. Observe que a sequencia 
de bases na molecula de RNA produzida e a 
mesma que a sequencia de bases da cadeia de 
DNA nao molde, exceto que uma base U subs- 
titui cada base T do DNA. 


Figura 6-9 O DNA e transcrito pela enzima 
RNA-polimerase. A RNA-polimerase (azul-cla- 
ro) move-se passo a passo ao longo do DNA, 
desenrolando a helice do DNA no seu sitio ativo 
indicado pelo W\g 2+ (vermelho), que e necessario 
para a catalise. Conforme avanga, a polimerase 
adiciona nucleotideos, urn a urn, a cadeia de 
RNA no sftio de polimerizagao, usando uma fita 
de DNA exposta como molde. Consequente- 
mente, o RNA transcrito e uma copia comple¬ 
mentar de fita simples de uma das duas fitas 
do DNA. Uma regiao curta de helice DNA/RNA 
(cerca de nove pares de nucleotideos em com- 
primento) e formada apenas transitoriamente, 
e uma "janela" dessa helice DNA/RNA move-se 
ao longo do DNA com a polimerase, e a dupla 
helice do DNA e reestruturada apos sua pas- 
sagem. Os nucleotideos a serem incorporados 
estao na forma de ribonucleosideos trifosfato 
(ATP, UTP, CTP e GTP), e a energia estocada em 
suas ligagoes fosfato-fosfato fornece a forga 
necessaria para a reagao de polimerizagao (ver 
Figura 5-4). A figura, baseada em uma estrutu- 
ra cristalografica de raios X, mostra uma vista 
em corte da polimerase: a porgao virada para 
o leitor foi cortada para mostrar o seu interior 
(Animagao 6.3). (Adaptada de P. Cramer et 
al., Science 288:640-649, 2000; Codigo PDB: 

1 HQM.) 


rases catalisam a formagao de ligagoes fosfodiester que conectam os nucleotideos entre 
si formando uma cadeia linear. A RNA-polimerase se desloca passo a passo sobre o DNA, 
desespiralizando a dupla-helice a frente do sitio ativo de polimerizagao e expondo, dessa 
forma, uma nova regiao da fita-molde para o pareamento de bases complementares. Dessa 
maneira, a cadeia de RNA em formagao e estendida, nucleotideo a nucleotideo, na diregao 
de 5' para 3' (Figura 6-9). Os substratos sao ribonucleosideos trifosfato (ATP, CTP, UTP e 
GTP); assim como na replicagao do DNA, a hidrolise de ligagoes altamente energeticas for¬ 
nece a energia necessaria para promover a reagao (ver Figura 5-4 e Animagao 6.2). 

A liberagao quase imediata da fita de RNA do DNA, a medida que a primeira esta 
sendo sintetizada, significa que muitas copias de RNA podem ser produzidas a partir do 
mesmo gene em um periodo de tempo relativamente pequeno; a smtese de moleculas 
de RNA adicionais pode ser iniciada antes que as moleculas anteriores de RNA tenham 
sido finalizadas (Figura 6-10). Quando varias moleculas de RNA-polimerase usam a 
mesma regiao como molde, deixando um pequeno intervalo entre si, cada uma sinte- 
tizando aproximadamente 50 nucleotideos/segundo, mais de mil transcritos podem ser 
sintetizados em 1 hora, a partir de um unico gene. 

Apesar de a RNA-polimerase catalisar essencialmente a mesma reagao quimica que 
a DNA-polimerase, existem algumas diferengas importantes entre essas duas enzimas. 
Primeiramente, e mais obvio, a RNA-polimerase catalisa a ligagao de ribonucleotideos, e 
nao de desoxirribonucleotideos. Segundo, ao contrario das DNA-polimerases envolvidas 
na replicagao de DNA, as RNA-polimerases podem comegar a smtese de uma cadeia de 
RNA sem um iniciador. Acredita-se que essa diferenga seja possivel porque a transcrigao 
nao necessita ser tao exata quanto a replicagao do DNA (ver Tabela 5-1, p. 244). As RNA- 
-polimerases cometem aproximadamente 1 erro a cada 10 4 nucleotideos copiados em 
RNA (em comparagao com uma taxa de erro de copia direta da DNA-polimerase de cerca 
de 1 em cada 10 7 nucleotideos); e as consequencias de um erro na transcrigao do RNA sao 
muito menos significativas, pois o RNA nao armazena de modo permanente a informa- 
gao genetica nas celulas. Por fim, diferentemente das DNA-polimerases, que fazem seus 
produtos em segmentos posteriormente unidos, as RNA-polimerases sao absolutamente 
processuais; isto e, a mesma RNA-polimerase que inicia uma molecula de RNA deve ter- 
minar sua smtese sem dissociagao do molde de DNA. 

Embora nao sejam tao exatas quanto as DNA-polimerases que replicam o DNA, 
as RNA-polimerases possuem um modesto mecanismo de corregao. Se um ribonucleo- 
tideo incorreto for adicionado a cadeia de RNA em formagao, a polimerase pode retro- 
ceder e o sitio ativo da enzima pode realizar uma reagao de excisao que e semelhante ao 
procedimento reverso da reagao de polimerizagao, exceto que uma molecula de agua 
substitui o pirofosfato e um nucleosideo monofosfato e liberado. 

Considerando-se que tanto as DNA-polimerases quanto as RNA-polimerases reali- 
zam polimerizagao dependente de molde, seria de esperar que esses dois tipos de enzimas 
fossem estruturalmente relacionados. No entanto, estudos de cristalografia de raios X re- 
velaram que, apesar de ambas conterem um ion Mg 2+ essencial no seu sitio catalitico, es¬ 
sas duas enzimas sao bastante diferentes. As enzimas de polimerizagao de nucleotideos 
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dependentes de molde parecem ter surgido pelo menos duas vezes durante a evolugao 
inicial das celulas. Uma linhagem deu origem as DNA-polimerases modernas e as trans¬ 
criptases reversas discutidas no Capitulo 5, bem como a umas poucas RNA-polimerases 
virais. A outra linhagem resultou em todas as RNA-polimerases celulares que sao discuti¬ 
das neste capitulo. 

As celulas produzem diferentes categorias de moleculas de RNA 

A maioria dos genes presentes no DNA das celulas especifica a sequencia de aminoacidos de 
protemas; as moleculas de RNA que sao copiadas a partir desses genes (e que consequente- 
mente promovem a smtese de protemas) sao chamadas de moleculas de RNA mensageiro 
(mRNA). O produto final de outros genes, entretanto, e a propria molecula de RNA. Esses 
RNAs sao conhecidos como RNAs nao codificadores, pois eles nao codificam protemas. 
Na levedura Saccharomyces cerevisiae, um eucarioto unicelular bastante estudado, mais de 
1.200 genes (mais de 15% do total) tern o RNA como seus produtos finais. Os seres humanos 
provavelmente produzem em torno de 10 mil moleculas de RNA nao codificador. Tais mole¬ 
culas de RNA, assim como as protemas, servem como componentes estruturais, reguladores 
e enzimaticos para uma ampla gama de processos na celula. No Capitulo 5 encontramos 
um deles atuando como o molde carregado pela enzima telomerase. Apesar das fungoes de 
varias dessas moleculas de RNA nao codificador ainda estarem cobertas por um certo mis- 
terio, veremos neste capitulo que algumas moleculas de pequenos RNAs nucleares (snRNA, 
small nuclear RNA) promovem o splicing (excisao de introns) do pre-mRNA para formar o 
mRNA, que moleculas de RNA ribossdmico (rRNA ) formam a porgao central dos ribosso- 
mos e que moleculas de RNA transportador (tRNA ) formam os adaptadores que selecionam 
aminoacidos e os colocam no local adequado nos ribossomos para serem incorporados em 
protemas. No Capitulo 7, veremos que moleculas de micro-RNA (miRNA ) e moleculas de 
pequenos RNAs de interference (siRNA ) atuam como importantes reguladores na expressao 
genica em eucariotos, e que os RNAs que interagem com piwi (piRNAs ) protegem linhagens 
germinativas animais da agao dos elementos de transposigao; nos tambem discutiremos os 
RNAs nao codificadores longos (IncRNAs ), um subgrupo diverso de moleculas de RNA cujas 
fungoes ainda estao sendo descobertas (Tabela 6-1). 


Figura 6-10 Transcrigao de dois genes 
visualizada sob microscopic) eletronico. 

A fotomicrografia mostra diversas mole¬ 
culas de RNA-polimerase transcrevendo 
simultaneamente dois genes adjacentes. 

As moleculas de RNA-polimerase sao visf- 
veis como uma serie de pontos ao longo 
do DNA, com os transcritos recentemente 
sintetizados (filamentos finos) ligados a 
elas. As moleculas de RNA (RNAs ribosso- 
micos) mostradas neste exemplo nao sao 
traduzidas em proteina, sendo utilizadas 
diretamente como componentes dos ribos¬ 
somos, as maquinas em que a tradugao 
ocorre. Acredita-se que as partfculas na ex- 
tremidade 5' (a extremidade livre) de cada 
rRNA transcrito representem o infcio da 
associagao de ribossomos. Considerando- 
-se o comprimento relativo dos transcritos 
recentemente sintetizados, pode-se dedu- 
zir que as moleculas de RNA-polimerase 
estao transcrevendo da esquerda para a 
direita. (Cortesia de Ulrich Scheer.) 


1 TABELA 6-1 

Principals tipos de RNA produzidos nas celulas 

Tipo de RNA 

Fungao 

mRNAs 

RNAs mensageiros; codificam protemas. 

rRNAs 

RNAs ribossomicos; formam a estrutura basica do ribossomo e catalisam a smtese proteica. 

tRNAs 

RNAs transportadores; elementos essenciais para a smtese proteica, atuando como adaptadores entre o mRNA e os 
aminoacidos. 

snRNAs 

Pequenos RNAs nucleares; atuam em uma serie de processos nucleares, incluindo o splicing do pre-mRNA. 

snoRNAs 

Pequenos RNAs nucleolares; ajudam a processar e modificar quimicamente os rRNAs. 

miRNAs 

Micro-RNAs; regulam a expressao genica pelo bloqueio da tradugao de mRNAs especificos e provocam a sua degradagao. 

siRNAs 

Pequenos RNAs de interference; desligam a expressao de genes pela degradagao direta de mRNAs selecionados e pelo 
estabelecimento de estruturas de cromatina compacta. 

piRNAs 

RNAs que interagem com piwi; ligam-se a protemas piwi e protegem a linhagem germinativa da agao de elementos 
transponiveis. 

IncRNAs 

RNAs nao codificadores longos; muitos tern fungao de suporte estrutural; eles regulam diversos processos celulares, 
inclusive a inativagao do cromossomo X. 
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Cada segmento de DNA transcrito e denominado unidade de transcrigao. Nos eu- 
cariotos, uma unidade de transcrigao normalmente carrega a informagao de apenas um 
gene e, portanto, codifica uma unica molecula de RNA ou uma unica protema (ou grupo 
de protemas relacionadas, se o transcrito de RNA inicial for processado de diferentes 
maneiras para produzir diferentes mRNAs). Em bacterias, um conjunto de genes adja- 
centes e frequentemente transcrito como uma unidade e a molecula de mRNA resultante 
carrega, dessa forma, a informagao para varias protemas distintas. 

Em geral, o RNA representa uma pequena porcentagem do peso seco de uma ce- 
lula, enquanto as protemas constituem cerca de 50% desse valor. A maioria do RNA nas 
celulas e rRNA; o mRNA representa somente 3 a 5% do RNA total em uma celula tipica de 
mamiferos. A populagao de mRNAs e composta por dezenas de milhares de diferentes ti- 
pos, existindo em media apenas 10 a 15 moleculas de cada tipo de mRNA em cada celula. 

Sinais codificados no DNA indicam a RNA-polimerase onde iniciar 
e onde terminar a transcrigao 

Para transcrever um gene com precisao, a RNA-polimerase deve reconhecer seu inicio e 
termino no genoma. A maneira pela qual as RNA-polimerases desempenham essa tarefa 
difere entre bacterias e eucariotos. Como o processo em bacterias e mais simples, ele 
sera discutido primeiro. 

A iniciagao, da transcrigao e uma etapa extremamente importante na expressao de 
um gene, pois esse e o ponto principal onde a celula regula quais protemas serao pro- 
duzidas e a frequencia dessa produgao. A enzima central da RNA-polimerase bacteriana 
e um complexo de multiplas subunidades que sintetiza RNA a partir de um molde de 
DNA. Uma subunidade adicional, denominada fator sigma (a), associa-se a essa enzima 
e auxilia a leitura dos sinais no DNA que indicam onde iniciar a transcrigao (Figura 6-11). 
Em conjunto, a enzima-base e o fator a sao denominados holoenzima RNA-polimerase ; 
esse complexo se liga fracamente ao DNA bacteriano quando colide com ele, e uma holo¬ 
enzima desliza rapidamente ao longo da molecula de DNA ate dissociar-se. No entanto, 
quando a holoenzima polimerase desliza sobre uma sequencia especial de nucleotideos 
que indica o ponto de inicio para a sintese de RNA, chamada promotor, a polimerase 
liga-se fortemente, pois o seu factor cr faz contatos especificos com a regiao das bases 
expostas do lado externo da dupla-helice do DNA (etapa 1 na Figura 6-11A). 

A holoenzima RNA-polimerase fortemente ligada a um promotor abre a dupla- 
-helice para expor um pequeno trecho de nucleotideos em cada fita (etapa 2 na Figura 
6-11A). A regiao de DNA nao pareada (cerca de 10 nucleotideos) e chamada de bolha de 
transcrigao e e estabilizada pela ligagao do factor a as bases nao pareadas de uma das 
fitas expostas. A outra fita de DNA exposta atua como um molde para o pareamento de 
bases complementares com os ribonucleotideos, dois dos quais sao unidos pela polime¬ 
rase para dar inicio a uma cadeia de RNA (etapa 3 na Figura 6-11A). Os primeiros 10 ou 
mais nucleotideos de RNA sao sintetizados usando um mecanismo de "arraste” durante 
o qual a RNA-polimerase permanece ligada ao promotor e puxa o DNA a montante para 
o seu sitio ativo, expandindo assim a bolha de transcrigao. Esse processo cria um estresse 
consideravel, e frequentemente os RNAs curtos sao liberados, aliviando a tensao e for- 
gando a polimerase, que permanece no mesmo lugar, para reiniciar a sintese. Por fim, 
esse processo de iniciagao abortiva e superado e o estresse gerado pelo arraste ajuda 
a enzima central a se dissociar do DNA promotor (etapa 4 na Figura 6-11 A) e descartar 
o fator a (etapa 5 na Figura 6-11A). Nesse momento, a polimerase comega a mover-se 
sobre o DNA, sintetizando o RNA, de uma forma gradativa: a polimerase se desloca para 
frente um par de bases para cada nucleotideo adicionado. Durante esse processo, a bo¬ 
lha de transcrigao expande-se continuamente na parte da frente da polimerase e contrai- 
-se na sua retaguarda. O alongamento da cadeia continua (a uma velocidade de cerca de 
50 nucleotideos/segundo no caso de RNA-polimerases bacterianas) ate que a enzima 
encontre um segundo sinal, o terminador (etapa 6 na figura 6-11 A), onde a polimerase 
para e libera tanto a molecula de RNA recem-sintetizada quanto o molde de DNA (etapa 
7 na Figura 6-11A). Em seguida, a enzima polimerase livre se reassocia a um factor a livre 
para formar uma holoenzima que pode novamente dar inicio ao processo de transcrigao 
(etapa 8 na Figura 6-11A). 
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Formagao do grampo 
de terminagao 


O processo de iniciagao da transcrigao e complicado e requer que tanto a holoen- 
zima RNA-polimerase quanto o DNA sofram uma serie de alteragoes conformacionais. 
Podemos imaginar essas alteragoes como a abertura e o posicionamento do DNA no sitio 
ativo seguidos pela ligagao com maior afinidade da enzima ao redor do DNA e do RNA 
para assegurar que estes nao se dissociem antes do final da transcrigao de um gene. Se 
uma RNA-polimerase se dissociar prematuramente, ela devera recomegar o processo so- 
bre o promotor. 

Como os sinais de terminagao no DNA finalizam o alongamento da polimera- 
se? No caso da maioria dos genes bacterianos, o sinal de terminagao consiste em uma 
sequencia de pares de nucleotideos A-T, precedida por uma sequencia de DNA dupla- 
mente simetrica, a qual, quando transcrita em RNA, enovela-se em uma estrutura em 
“grampo” pelo pareamento de bases tipo Watson-Crick (ver Figura 6-11A). Conforme a 
polimerase transcreve esse terminador, a formagao do grampo ajuda a desligar o trans- 
crito de RNA do sitio ativo (etapa 7 na Figura 6-11A). O processo de terminagao fornece 
um exemplo de um tema comum deste capitulo: a capacidade de enovelamento do RNA 
em estruturas especificas afeta diferentes etapas da decodificagao do genoma. 

Os sinais de infcio e termino da transcrigao na sequencia 
nucleotfdica sao heterogeneos 

Como acabamos de ver, os processos de iniciagao e de terminagao da transcrigao envol- 
vem uma complicada serie de transigoes estruturais nas moleculas de protemas, de DNA 
e de RNA. Os sinais codificados no DNA que especificam essas transigoes sao frequente- 
mente dificeis de serem reconhecidos pelos pesquisadores. De fato, uma comparagao de 
varios promotores bacterianos diferentes revela um extraordinario nivel de diversidade. 
Apesar disso, todos contem sequencias relacionadas, refletindo os aspectos do DNA que 
sao reconhecidos diretamente pelo fator a. Essas caracteristicas comuns sao frequente- 
mente resumidas sob a forma de uma sequencia consenso (Figura 6-12). Uma sequencia 
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Figura 6-11 Cido de transcrigao da 
RNA-polimerase bacteriana. (A) Na eta¬ 
pa 1, a holoenzima RNA-polimerase (a en¬ 
zima central da polimerase mais o fator a) 
forma-se e, entao, localiza uma sequencia 
de DNA promotor (ver Figura 6-12). A 
polimerase abre (desespiraliza) o DNA na 
posigao em que a transcrigao esta para 
comegar (etapa 2) e comega a transcrever 
(etapa 3). Essa sintese de RNA inicial (ini¬ 
ciagao abortiva) e relativamente ineficiente, 
pois transcritos curtos e improdutivos sao 
frequentemente liberados. No entanto, 
uma vez que a RNA-polimerase consiga 
sintetizar cerca de 10 nucleotideos de 
RNA, suas interagoes com o promotor do 
DNA sao rompidas (etapa 4) e o factor a e 
finalmente liberado - ao mesmo tempo em 
que a polimerase envolve o DNA alterando 
o modo da sintese do RNA para alonga¬ 
mento, movendo-se sobre o DNA (etapa 5). 
Durante o modo de alongamento, a trans¬ 
crigao e altamente eficiente, e a polimerase 
so ira se dissociar do DNA-molde e liberara 
o RNA recentemente transcrito quando en- 
contrar um sinal de terminagao (etapas 6 e 
7). Os sinais de terminagao sao normalmen- 
te codificados no DNA, e muitos funcionam 
por meio da formagao de uma estrutura de 
RNA em grampo que desestabiliza a ligagao 
da polimerase ao RNA. 

Nas bacterias, todas as moleculas de 
RNA sao sintetizadas por um unico tipo 
de RNA-polimerase, e o ciclo apresentado 
na figura se aplica tanto a produgao de 
mRNAs quanto a produgao de RNAs estru¬ 
turais e cataliticos. (B) Imagem bidimensio- 
nal de uma RNA-polimerase bacteriana em 
alongamento, determinada por microsco- 
pia de forga atomica (ver Figura 9-33). (C) 
Interpretagao da imagem mostrada em (B). 
(Adaptada de K.M. Herbert et al., Annu. 
Rev. Biochem. 77:149-176, 2008.) 
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Figura 6-12 Sequencia nucleotidica consen- 
so e logotipo da sequencia das principais 
classes de promotores de E. coli. (A) Com 

base em uma comparagao de 300 promotores, 
sao dadas as frequencias de cada urn dos quatro 
nucleotfdeos em cada posigao no promotor. 

A sequencia consenso, ilustrada abaixo do grafi- 
co, reflete os nucleotfdeos mais comuns encon- 
trados em cada posigao no conjunto de promo¬ 
tores. Esses promotores sao caracterizados por 
duas sequencias hexamericas de DNA, a sequen¬ 
cia -35 e a sequencia -10, assim denominadas 
por sua localizagao aproximada com relagao ao 
ponto de infcio da transcrigao (designado como 
+1). A sequencia de nucleotfdeos entre os hexa- 
meros -35 e -10 nao mostra similaridades signi- 
ficativas entre os promotores. Por convenience, 
e mostrada a sequencia nucleotidica de urn DNA 
de fita simples; na realidade, os promotores sao 
DNA de fita dupla. Os nucleotfdeos mostrados 
na figura sao reconhecidos pelo factor a, uma 
subunidade da holoenzima RNA-polimerase. 

(B) Distribuigao de espagamento entre os hexa- 
meros -35 e -10, encontrados nos promotores 
de E. coli. (C) Urn logotipo da sequencia exibin- 
do as mesmas informagoes do painel (A). Aqui, 
a altura de cada letra e proporcional a frequen¬ 
ce na qual a base ocorre nessa posigao em uma 
ampla gama de sequencias promotoras. A altura 
total de todas as letras em cada posigao e pro¬ 
porcional ao conteudo da informagao (expresso 
em bits) nessa posigao. Por exemplo, o conteudo 
total de informagao de uma posigao que pode 
tolerar diversas bases diferentes e pequeno 
(ver as tres ultimas bases das sequencias -35), 
mas estatisticamente maior do que ao acaso. 


nucleotidica consenso e derivada pela comparagao de muitas sequencias que apresen- 
tam a mesma fungao basica e pelo alinhamento dos nucleotideos mais comuns encon¬ 
trados em cada posigao. Isso serve, portanto, como um resumo ou uma “media” de um 
grande numero de sequencias nucleotidicas individuais. Uma maneira mais exata de 
ilustrar a gama de sequencias de DNA reconhecidas por uma protema e pelo uso de um 
logotipo da sequencia, que revela as frequencias relativas de cada nucleotideo em cada 
posigao (Figura 6-12C). 

As diferengas entre as sequencias de DNA dos promotores bacterianos indivi¬ 
duais determinam a sua forga (ou o numero de eventos de iniciagao por unidade de 
tempo para cada promotor). Os processos evolutivos sintonizaram cada promotor 
para iniciar com a frequencia necessaria e criaram, assim, um amplo espectro de forga 
para os promotores. Os promotores de genes que codificam as proteinas abundantes 
sao muito mais fortes do que aqueles associados a genes que codificam proteinas ra- 
ras, e as sequencias nucleotidicas dos seus promotores sao as responsaveis por essas 
diferengas. 

Assim como os promotores bacterianos, os terminadores de transcrigao tam- 
bem apresentam um amplo espectro de sequencias, e o potencial de formar uma 
estrutura de RNA em grampo e a caracteristica comum mais importante desses pro¬ 
motores. Uma vez que um numero quase ilimitado de sequencias nucleotidicas tern 
esse potencial, as sequencias de terminadores sao muito mais heterogeneas do que 
as dos promotores. 

Nos apresentamos os promotores e terminadores bacterianos e alguns de seus 
detalhes para ilustrar um ponto importante no que diz respeito a analise das sequencias 
genomicas. Apesar de conhecermos muito sobre promotores e terminadores bacteria¬ 
nos e podermos estabelecer sequencias consenso que resumem suas caracteristicas 
mais obvias, sua identificagao exata e definitiva no genoma pela analise da sequencia 
nucleotidica e bastante dificultada devido a sua diversidade em termos de sequencia 
de nucleotideos. E ainda mais dificil posicionar sequencias analogas em genomas de 
eucariotos, parcialmente devido ao excesso de DNA presente nesses genomas. Com 
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frequencia, sao necessarias informagoes adicionais, muitas vezes obtidas por experi- 
mentagao direta, para posicionar e identificar com exatidao curtos sinais de DNA nos 
genomas. 

Como ilustrado na Figura 6-11, as sequencias promotoras sao assimetricas, asse- 
gurando que a RNA-polimerase possa se ligar em apenas uma orientagao. Visto que a 
polimerase pode sintetizar RNA apenas na diregao de 5' para 3 ', a orientagao do promo¬ 
tor determina a fita que sera utilizada como molde. As sequencias genomicas revelam 
que a fita de DNA utilizada como molde para a smtese de RNA varia de gene para gene, 
dependendo da orientagao do promotor (Figura 6-13). 

Tendo considerado a transcrigao em bacterias, veremos agora a situagao nos eu- 
cariotos, nos quais a smtese de moleculas de RNA e uma tarefa muito mais elaborada. 


Figura 6-13 Diregao da transcrigao em 
um segmento curto de um cromosso- 
mo bacteriano. Alguns genes sao trans¬ 
critos utilizando uma das fitas de DNA 
como molde, enquanto outros sao trans¬ 
critos utilizando a outra fita de DNA. 

A diregao de transcrigao e determinada 
pelo promotor no inicio de cada gene 
(.setas verdes). Aproximadamente 0,2% 

(9 mil pares de bases) do cromossomo de 
E. coli esta ilustrado aqui. Os genes trans¬ 
critos da esquerda para a direita usam a 
fita inferior de DNA como molde; aqueles 
transcritos da direita para a esquerda 
usam a fita superior como molde. 


A iniciagao da transcrigao nos eucariotos requer varias 
proteinas 

Em contraste com as bacterias, que content um unico tipo de RNA-polimerase, os nu- 
cleos eucarioticos tern tres: RNA-polimerase I, RNA-polimerase II e RNA-polimerase III. 
As tres polimerases sao estruturalmente similares entre si e compartilham algumas su- 
bunidades, mas transcrevem diferentes categorias de genes (Tabela 6-2). As RNA-po- 
limerases I e III transcrevem os genes que codificam RNA de transference, RNA ribos- 
somico e varios pequenos RNAs. A RNA-polimerase II transcreve a grande maioria dos 
genes, inclusive todos aqueles que codificam proteinas; assim, nossa discussao subse- 
quente sera focada nessa enzima. 

A RNA-polimerase II eucariotica tern muitas semelhangas estruturais com a RNA- 
-polimerase bacteriana (Figura 6-14). No entanto, ha algumas diferengas importantes 
na maneira em que as enzimas bacterianas e eucarioticas funcionam, e duas dessas dife¬ 
rengas nos interessam diretamente. 

1. Enquanto a RNA-polimerase bacteriana requer apenas um unico fator de iniciagao 
da transcrigao (a) para comegar a transcrigao, as RNA-polimerases eucarioticas 
exigent muitos desses fatores, chamados coletivamente de fatores gerais de trans- 
crigao. 

2. A iniciagao da transcrigao eucariotica deve ocorrer no DNA que esta empacotado 
nos nucleossomos e em estruturas de cromatina de ordem superior (descrito no 
Capitulo 4), estruturas essas que estao ausentes dos cromossomos bacterianos. 


Has tres RNA-polimerases de celulas eucarioticas 

Tipo de polimerase Genes transcritos 

RNA-polimerase 1 

Genes do rRNA 5,8S, 18Se28S 

RNA-polimerase II 

Todos os genes que codificam proteinas, alem dos genes que 
codificam snoRNA, miRNA, siRNA, IncRNA e a maioria dos genes 
de snRNA 

RNA-polimerase III 

Genes de tRNA, rRNA 5S, alguns snRNA e genes de outros 
pequenos RNAs 


Os rRNAs sao denominados de acordo com seus valores "S", os quais se referem as suas taxas de sedimentagao 
em ultracentrifugagao. Quanto maior o valor de S, maior e o rRNA. 
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Figura 6-14 Similaridade estrutural 
entre uma RNA-polimerase bacteriana 
e uma RNA-polimerase II eucariotica. 

As regioes das duas RNA-polimerases que 
tern similaridade estrutural estao indica- 
das em verde. A polimerase eucariotica e 
maior do que a enzima bacteriana 
(12 subunidades em vez de cinco), e algu- 
mas das regioes adicionais estao ilustradas 
em cinza. As esferas azuis representam 
atomos de Zn que atuam como compo- 
nentes estruturais das polimerases, e a 
esfera vermelha representa o atomo de 
Mg presente no sitio ativo, onde a poli- 
merizagao ocorre. As RNA-polimerases de 
todas as celulas atuais (bacterias, arque- 
obacterias e eucariotos) sao intimamente 
relacionadas, indicando que as caracterfs- 
ticas basicas da enzima existiam anterior- 
mente a divergence dos tres principals 
ramos da vida. (Cortesia de P. Cramer e R. 
Kornberg.) 



A RNA-polimerase II requer um conjunto de fatores gerais de 
transcrigao 


Imcio da transcrigao 


TATA-box T 



(B) 





RNA-polimerase II 


Os fatores gerais de transcrigao ajudam a posicionar corretamente a RNA-polimerase 
eucariotica sobre o promotor, auxiliando a separagao das duas cadeias de DNA para per- 
mitir o imcio da transcrigao e liberando a RNA-polimerase do promotor para dar imcio 
ao seu modo de alongamento. As protemas sao "gerais” porque elas sao necessarias para 
praticamente todos os promotores utilizados pela RNA-polimerase II. Elas consistem 
em um conjunto de protemas de interagao denominadas arbitrariamente como TFIIA, 
TFIIB, TFIIC, TFIID, e assim por diante (TFII significando "fator de transcrigao para a 
polimerase II” do ingles transcription factor for polymerase II). Em um sentido amplo, os 
fatores gerais de transcrigao eucarioticos desempenham fungoes equivalentes aquelas 
do fator a em bacterias; de fato, determinadas regioes de TFIIF apresentam a mesma 
estrutura tridimensional que as regioes equivalentes do fator a. 

A Figura 6-15 ilustra como os fatores gerais de transcrigao se associam aos pro¬ 
motores utilizados pela RNA-polimerase II, e a Tabela 6-3 resume suas atividades. 
O processo de associagao comega quando o TFIID se liga a uma curta sequencia de DNA 
de dupla-helice principalmente composta por nucleotideos T e A. Por essa razao, essa 
sequencia e conhecida como a sequencia TATA ou TATA-box, e a subunidade de TFIID 
que a reconhece e chamada de TBP (protema de ligagao a TATA, do ingles TATA-binding 
protein). A sequencia TATA-box normalmente esta localizada 25 nucleotideos antes do 
sitio de inicio da transcrigao. Essa nao e a unica sequencia de DNA que sinaliza o inicio 
da transcrigao (Figura 6-16), mas, para a maioria dos promotores de polimerase II, ela e 
a mais importante. A ligagao de TFIID provoca uma grande distorgao no DNA do TATA- 
-box (Figura 6-17). Acredita-se que essa distorgao sirva como um marco fisico para a 



TRANSCRigAO 


Figura 6-15 Iniciagao da transcrigao de um gene eucariotico pela RNA-polimerase II. 

Para iniciar a transcrigao, a RNA-polimerase requer varios fatores gerais de transcrigao. 

(A) 0 promotor contem uma sequencia de DNA denominada TATA-box, localizada a 
25 nucleotideos do sitio no qual a transcrigao e iniciada. (B) Por meio de sua subunidade 
TBP, o TFIID reconhece e se liga ao TATA-box, o que permite a ligagao adjacente de TFIIB. 

(C) Para simplificar, a distorgao do DNA produzida pela ligagao de TFIID (ver Figura 6-17) 
nao esta ilustrada. (D) Os demais fatores gerais de transcrigao, assim como a propria RNA- 
-polimerase, associam-se no promotor. (E) Entao, o TFIIH usa a energia da hidrolise do ATP 
para separar a dupla fita do DNA no ponto de inicio da transcrigao, expondo localmente a 
fita-molde. 0 TFIIH tambem fosforila a RNA-polimerase II, modificando sua conformagao de 
tal modo que a polimerase se dissocia dos fatores gerais e pode iniciar a fase de extensao 
da transcrigao. Como ilustrado, o sitio de fosforilagao e uma longa cauda polipeptidica 
C-terminal, tambem denominado dominio C-terminal (CTD), que se estende a partir da mo- 
lecula de polimerase. 0 esquema de associagao mostrado nesta figura foi deduzido a partir 
de experimentos realizados in vitro, e a ordem exata na qual os fatores gerais de transcrigao 
se associam nos promotores, in vivo, provavelmente varia de acordo com o gene. Os fatores 
gerais de transcrigao sao altamente conservados; alguns dos fatores de celulas humanas 
podem ser substituidos em experimentos bioqufmicos pelos fatores correspondentes de 
simples leveduras. 
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y Os fatores gerais de transcrigao necessarios a iniciagao da 
transcrigao pela RNA-polimerase II eucariotica 

Numero de 

Nome subunidades 

Fungoes na iniciagao da transcrigao 

TFIID 

Subunidade TBP 
Subunidades TAF 

1 

Reconhece o TATA-box. 

Reconhece outras sequencias de DNA proximas ao 
ponto de inicio da transcrigao; regula a ligagao ao 
DNA pela TBP. 

TFIIB 

1 

Reconhece o elemento BRE nos promotores; 
posiciona com exatidao a RNA-polimerase no sitio 
de inicio da transcrigao. 

TFIIF 

3 

Estabiliza a interagao da RNA-polimerase com TBP 
e TFIIB; auxilia a atrair TFIIE e TFIIH. 

TFIIE 

2 

Atrai e regula TFIIH. 

TFIIH 

9 

Desespiraliza o DNA no sitio de inicio da 
transcrigao, fosforila a Ser5 do CTD da RNA- 
-polimerase; libera a RNA-polimerase do promotor. 


TFIID e composto por TBP e ~11 subunidades adicionais denominadas TAFs (fatores associados a TBP); CTD, 
domfnio C-terminal. 


localizagao de um promotor ativo no interior de um genoma extremamente grande e que 
mantenha as sequencias de DNA de ambos os lados da distorgao unidas para permitir as 
etapas subsequentes de associagao das protemas do complexo. Outros fatores sao, entao, 
reunidos, junto a RNA-polimerase II, para formar um complexo de iniciagao da trans¬ 
crigao completo (ver Figura 6-15). O mais complexo dos fatores gerais de transcrigao e 
TFIIH. Composto por nove subunidades, ele e praticamente tao grande quanto a propria 
RNA-polimerase II, sendo, como veremos em breve, o responsavel pela realizagao de di- 
ferentes etapas necessarias a iniciagao da transcrigao. 

Apos a formagao de um complexo de iniciagao de transcrigao sobre o DNA, a 
RNA-polimerase II devera ter acesso a fita-molde no ponto de inicio da transcrigao. 
O TFIIH, que contem uma DNA-helicase como uma de suas subunidades, torna pos- 
sivel essa etapa com a hidrolise de ATP, desespiralizagao do DNA e consequente expo- 
sigao da fita-molde. A seguir, a RNA-polimerase II, da mesma forma que a polimerase 
bacteriana, se liga ao promotor, sintetizando pequenos fragmentos de RNA ate sofrer 
uma serie de alteragoes estruturais que permitem sua dissociagao ao promotor e im- 
cio da fase de extensao (ou alongamento) da transcrigao. Uma etapa-chave para essa 
transigao e a adigao de grupos fosfato a “cauda” da RNA-polimerase (conhecida como 
CTD, ou dominio C-terminal, do ingles C-terminal domain ). Em seres humanos, o CTD 
consiste em 52 repetigoes adjacentes de uma sequencia de sete aminoacidos, que se 
estende a partir da estrutura central da RNA-polimerase. Durante a iniciagao da trans¬ 
crigao, a serina localizada na quinta posigao da sequencia repetida (Ser5) e fosforila- 
da por TFIIH, que contem uma proteina-cinase como uma de suas subunidades (ver 
Figura 6-15D e E). A polimerase pode, entao, separar-se do agrupamento de fatores 


Ponto de inicio 
da transcrigao 

-35 -30 p" +30 

BRE TATA INR DPE 


Elemento 

Sequencia 

consenso 

Fator geral 
de transcrigao 

BRE 

G/C G/C G/A C G C C 

TFIIB 

TATA 

TATA A/T A A/T 

TBP 

Subunidade de TFIID 

INR 

CfT C/T A N T/A C/T C/T 

TFIID 

DPE 

A/GGA/TCGTG 

TFIID 


Figura 6-16 Sequencias consenso 
adjacentes aos pontos de iniciagao da 
RNA-polimerase II eucariotica. Estao 
indicados o nome dado a cada sequencia 
consenso {primeira coluna) e o fator geral 
de transcrigao que a reconhece (ultima 
coluna). N indica qualquer nudeotideo, 
e dois nucleotideos separados por uma 
barra indicam uma probabilidade igual de 
qualquer um deles ocorrer na posigao in- 
dicada. Na realidade, cada sequencia con¬ 
senso e uma representagao resumida de 
um histograma similar ao da Figura 6-12. 

Na maioria dos pontos de iniciagao 
da transcrigao da RNA-polimerase II, ape- 
nas duas ou tres das quatro sequencias 
estao presentes. Por exemplo, a maioria 
dos promotores da polimerase II tern uma 
sequencia TATA-box, e aqueles que nao a 
possuem normalmente apresentam uma 
sequencia INR "forte". Embora a maioria 
das sequencias de DNA que influenciam o 
inicio da transcrigao esteja localizada aci- 
ma do ponto de iniciagao da transcrigao, 
algumas poucas, como o elemento DPE 
mostrado na figura, estao localizadas na 
regiao transcrita. 
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Figura 6-17 Estrutura tridimensional da 
TBP (proteina de liga^ao ao TATA) liga- 

da ao DNA. A TBP e a subunidade do fator 
geral de transcrigao TFIID responsavel pelo 
reconhecimento e pela ligagao a sequencia 
TATA-box no DNA ( vermelho ). Acredita- 
-se que a curvatura caracteristica do DNA 
provocada por TBP - duas porgoes curvadas 
na dupla helice separadas por DNA parcial- 
mente desenovelado - sirva como um sinal 
que ajuda a atrair os demais fatores gerais 
de transcrigao (Animagao 6.4). A TBP e 
uma cadeia polipeptidica simples enovelada 
em dois dominios muito semelhantes (azule 
verde). (Adaptada de J.L. Kim et al., Nature 
365:520-527, 1993. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 



gerais de transcrigao. Durante esse processo, ela sofre uma serie de modificagoes con- 
formacionais que fortalecem sua interagao com o DNA e adquire novas protemas que 
lhe permitem transcrever por longas distancias e, em muitos casos, por varias horas, 
sem se dissociar do DNA. 

Uma vez que a polimerase II tenha iniciado a extensao do transcrito de RNA, a 
maioria dos fatores gerais de transcrigao e liberada do DNA de forma que eles estarao 
disponfveis para iniciar outro ciclo de transcrigao, com uma nova molecula de RNA- 
-polimerase. Como vimos resumidamente, a fosforilagao da cauda da RNA-polimerase 
II tern uma fungao adicional: ela tambem faz os componentes da maquinaria do proces- 
samento do RNA se associarem a polimerase e, dessa forma, estarem em posigao para 
modificar o RNA recem-transcrito assim que ele emergir da polimerase. 

A polimerase II tambem requer protefnas ativadoras, mediadoras 
e modificadoras de cromatina 

Estudos da RNA-polimerase II e de seus fatores gerais de transcrigao atuando sobre mol- 
des de DNA em sistemas in vitro purificados estabeleceram o modelo para a iniciagao 
da transcrigao que acabamos de descrever. Entretanto, como discutido no Capitulo 4, o 
DNA das celulas eucarioticas esta empacotado em nucleossomos, os quais ainda sao or- 
ganizados em estruturas de cromatina de maior complexidade. Como resultado, a inicia¬ 
gao da transcrigao nas celulas eucarioticas e mais complexa e requer mais protefnas do 
que a iniciagao da transcrigao em DNA purificado. Primeiramente, as protefnas regula- 
doras de genes conhecidas como ativadoras transcricionais devem se ligar a sequencias 
especfficas sobre o DNA (denominadas enhancers ou estimuladores) e auxiliar a atrair a 
RNA-polimerase II para o ponto de iniciagao da transcrigao (Figura 6-18). Discutiremos 
o papel desses ativadores no Capitulo 7, pois representam uma das principais formas de 
regulagao da expressao genica nas celulas. Aqui, apenas chamamos a atengao para o fato 
de que sua presenga no DNA e necessaria para a iniciagao da transcrigao em uma celula 
eucariotica. Em segundo lugar, a iniciagao da transcrigao eucariotica in vivo necessita da 
presenga de um grande complexo proteico conhecido como Mediador, o qual permite 
que as protemas ativadoras se comuniquem adequadamente com a polimerase II e com 
os fatores gerais de transcrigao. Por fim, a iniciagao da transcrigao nas celulas eucarioti¬ 
cas normalmente requer o recrutamento de enzimas modificadoras da cromatina, como 
complexos remodeladores de cromatina e enzimas modificadoras de histonas. Como 
discutimos no Capitulo 4, ambos os tipos de enzimas podem aumentar o acesso ao DNA 
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Protefna ativadora 



Estimulador (sftio de ligagao 
para a protefna ativadora) 


TATA-box 1 -► 

Infcio da 

LIGAgAO DOS FATORES GERAIS transcrigao 
DE TRANSCRigAO, RNA-POLIMERASE, 

MEDIADOR, COMPLEXOS DE REMODELAGEM 
DE CROMATINA E ENZIMAS MODIFICADORAS 
DE HISTONAS 



* RNA-polimerase ligada a 

INICIO DA TRANSCRigAO fatores gerais de transcrigao 


da cromatina e, assim, facilitam a montagem da maquinaria de iniciagao da transcrigao 
sobre o DNA. 

Como ilustrado na Figura 6-18, varias protemas (bem mais de uma centena de su- 
bunidades individuais) devem se associar no ponto de inicio da transcrigao para promo¬ 
ver a iniciagao da transcrigao em uma celula eucariotica. A ordem de associagao dessas 
protemas nao parece seguir uma rota preestabelecida; de fato, ela varia entre diferentes 
genes. Na verdade, alguns desses diferentes complexos proteicos podem ser transporta - 
dos para o DNA sob a forma de subarranjos pre-formados. 

Para iniciar a transcrigao, a RNA-polimerase II deve ser liberada desse grande 
complexo de protemas. Alem das etapas descritas na Figura 6-14, essa liberagao mui- 
tas vezes requer a proteolise in situ da proteina ativadora. Voltaremos a algumas dessas 
questoes, incluindo o papel dos complexos de remodelagem da cromatina e das enzimas 
modificadoras de histonas, no Capitulo 7, no qual discutiremos como as celulas eucario- 
ticas regulam o processo de iniciagao da transcrigao. 


Figura 6-18 Iniciagao da transcrigao 
pela RNA-polimerase II em uma celula 
eucariotica. 0 infcio da transcrigao in 
vivo requer a da presenga de protefnas 
ativadoras de transcrigao. Como descrito 
no Capitulo 7, essas protefnas se ligam a 
pequenas sequences especfficas no DNA. 
Embora somente uma seja aqui apresen- 
tada, urn gene eucariotico tfpico utiliza 
varias protefnas ativadoras de transcrigao 
que, combinadas, determinam sua taxa 
e seu padrao de transcrigao. As vezes 
agindo a uma distancia de varios milhares 
de pares de nucleotfdeos (indicados pela 
linha tracejada na molecula de DNA), essas 
protefnas auxiliam a RNA-polimerase, os 
fatores gerais e o Mediador a associarem- 
-se no promotor. Alem disso, ativadores 
atraem complexos de remodelagem da 
cromatina dependentes de ATP e enzimas 
modificadoras de histonas. Urn dos prin¬ 
cipals papeis do Mediador e coordenar a 
associagao de todas essas protefnas sobre 
o promotor de tal forma que a transcrigao 
possa comegar. Como discutido no Capf- 
tulo 4, o estado "padrao" da cromatina 
e o de uma fibra condensada (ver Figura 
4-28), e essa e provavelmente a forma de 
DNA sobre a qual a maior parte da trans¬ 
crigao e iniciada. Para simplificar, a croma¬ 
tina nao foi ilustrada na figura. 


0 alongamento da transcrigao nos eucariotos requer protefnas 
acessorias 

Uma vez que a RNA-polimerase tenha iniciado a transcrigao, ela move-se de forma ir¬ 
regular, parando em algumas sequencias de DNA e transcrevendo rapidamente outras. 
As RNA-polimerases em funcionamento, tanto em bacterias quanto em eucariotos, es- 
tao associadas a uma serie d e fatores de alongamento (ou fatores de extensao), protei- 
nas que diminuem a probabilidade de dissociagao da RNA-polimerase antes que esta 
chegue ao termino de um gene. Esses fatores caracteristicamente associam-se a RNA- 
-polimerase logo apos a iniciagao ter ocorrido e ajudam a polimerase a se mover sobre 
a ampla variedade de sequencias de DNA encontradas nos genes. As RNA-polimerases 
eucarioticas tambem devem lidar com a estrutura da cromatina conforme elas se mo- 
vem sobre o molde de DNA e, para isso, geralmente sao auxiliadas por complexos de 
remodelagem da cromatina dependentes de ATP que podem mover-se com a polime¬ 
rase ou simplesmente podem procurar e resgatar uma polimerase que eventualmente 
esteja paralisada. Alem disso, as chaperonas de histonas ajudam a dissociar parcial- 
mente os nucleossomos a frente de uma RNA-polimerase em movimento e a associa- 
-los apos sua passagem. 

A medida que a RNA-polimerase move-se sobre um gene, algumas das enzimas 
ligadas a ela modificam as histonas, deixando para tras um registro da passagem da po¬ 
limerase. Embora nao esteja exatamente claro como a celula usa essa informagao, isso 
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talvez possa ajudar a transcrever novamente um gene, uma vez que ele tenha se tornado 
ativo anteriormente. Talvez essa informagao tambem seja util para acoplar o alongamen- 
to da transcrigao ao processamento do RNA, conforme este emerge da RNA-polimerase, 
um topico que discutiremos mais adiante neste capitulo. 


A transcrigao cria tensao super-helicoidal 


Figura 6-19 A tensao super-helicoidal 
no DNA causa supertorgao do DNA. 

(A) Para uma molecula de DNA com uma 
extremidade livre (ou com uma quebra em 
uma das fitas que serve como ponto de tor¬ 
gao), a dupla-helice de DNA gira uma volta 
a cada 10 pares de nucleotfdeos que sao 
abertos. (B) Se a rotagao e impedida, ocorre 
introdugao de tensao super-helicoidal no 
DNA quando a helice e aberta. No exemplo 
mostrado, a helice de DNA contem 
10 voltas helicoidais, uma das quais esta 
aberta. Uma forma de acomodar a tensao 
criada seria aumentar a torgao helicoidal de 
10 para 11 pares de nucleotfdeos por volta 
na dupla helice remanescente. A helice do 
DNA, no entanto, resiste a tal deformagao 
como uma mola, preferindo aliviar a tensao 
super-helicoidal pela formagao de algas 
supertorcidas. Como resultado, uma super¬ 
torgao de DNA forma-se na dupla-helice 
do DNA a cada 10 pares de nucleotfdeos 
abertos. A supertorgao formada nesse caso 
e uma supertorgao positiva. (C) A supertor¬ 
gao do DNA e induzida por uma protefna 
que trafega sobre a dupla-helice de DNA. 

As duas extremidades do DNA ilustradas 
aqui nao sao capazes de girar livremente 
uma em relagao a outra, e acredita-se que 
a molecula proteica tambem seja impedida 
de rotagao livre conforme se move. Sob 
essas condigoes, o movimento da protefna 
provoca um excesso de torgao que se acu- 
mula na helice de DNA a sua frente e um 
deficit de torgao no DNA atras da protefna, 
conforme ilustrado. 


Existe ainda outra barreira para o alongamento pelas RNA-polimerases, sejam elas bac- 
terianas ou eucarioticas, que tambem se aplica as DNA-polimerases, como discutido 
no Capitulo 5 (ver Figura 5-20). Para descrever esse assunto em mais detalhes, primei- 
ramente devemos considerar uma propriedade sutil inerente ao DNA de dupla-helice 
denominada supertorgao do DNA. A supertorgao do DNA e o nome dado a uma con- 
formagao que o DNA adota em resposta a tensao super-helicoidal; alternativamente, a 
criagao de algas ou dobras em uma molecula de DNA dupla helice pode criar tal tensao. 
A Figura 6-19 ilustra a razao dessa situagao. Existem aproximadamente 10 pares de 
nucleotideos para cada giro da helice em uma dupla-helice de DNA. Se imaginarmos 
uma helice, cujas duas extremidades estao fixas uma em relagao a outra (como ocorre 
em um DNA circular, como um cromossomo bacteriano, ou em algas firmemente aper- 
tadas, como se acredita estarem dispostos os cromossomos eucarioticos), uma grande 
supertorgao se formara para compensar cada 10 pares de nucleotideos que sao abertos 
(desenrolados). A formagao dessa supertorgao e energeticamente favoravel, pois res- 
taura o enrolamento helicoidal normal das regioes que permanecem pareadas, que, 
caso contrario, sofreriam uma superespiralizagao devido as suas extremidades fixas. 

A tensao super-helicoidal e criada conforme a RNA-polimerase se move ao longo 
da fita de DNA que possui extremidades fixas (ver Figura 6-19C). Considerando que a 
polimerase nao e livre para girar rapidamente (e que tal rotagao e pouco provavel devido 
ao tamanho das RNA-polimerases e de seus transcritos acoplados), uma polimerase em 
movimento gera tensao positiva da super-helice no DNA a sua frente e tensao helicoidal 
negativa atras de si. Para eucariotos, acredita-se que essa situagao represente um bo¬ 
nus: embora a tensao super-helicoidal positiva a frente da polimerase torne a helice de 
DNA mais dificil de abrir, a tensao deve facilitar o desenrolamento parcial do DNA nos 
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nucleossomos, conforme a separagao do DNA dos grupos de histonas ajuda a relaxar 
essa tensao. 

Qualquer proteina que se autopropulsiona sobre uma fita de DNA dupla-helice, 
como uma DNA-helicase ou uma RNA-polimerase, tende a gerar tensao super-helicoi- 
dal. Nos eucariotos, as enzimas DNA-topoisomerases removem rapidamente essa tensao 
da super-helice (ver p. 251-253). Nas bacterias, porem, uma topoisomerase especiali- 
zada, denominada DNA-girase, usa a energia de hidrolise de ATP para continuamente 
introduzir supertorgdes no DNA, mantendo, dessa forma, o DNA sob tensao constante. 
Elas sao supertorgdes negativas, possuindo um direcionamento oposto ao das supertor¬ 
gdes positivas que se formam quando uma regiao da helice de DNA se abre (ver Figura 
6-19B). Essas supertorgdes negativas sao removidas do DNA bacteriano toda vez que 
uma regiao da helice se abre, reduzindo a tensao da super-helice. A DNA-girase, portan- 
to, torna a abertura da helice de DNA das bacterias energeticamente favoravel compara- 
da a abertura da helice no DNA que nao esta supertorcido. Por essa razao, a supertorgao 
facilita os processos geneticos, como a iniciagao da transcrigao pela RNA-polimerase 
bacteriana, que requer a abertura da helice em bacterias (ver Figura 6-11). 

O alongamento da transcrigao em eucariotos esta fortemente 
associado ao processamento de RNA 

Vimos que os mRNAs bacterianos sao sintetizados pela RNA-polimerase, iniciando e 
terminando em regibes especificas do genoma. A situagao em eucariotos e consideravel- 
mente diferente. Particularmente, a transcrigao e apenas a primeira de diferentes etapas 
necessarias para a produgao de uma molecula de mRNA madura. Outras etapas essen- 
ciais incluem a modificagao covalente de ambas as extremidades do RNA e a remogao de 
sequencias de introns que sao retiradas do transcrito de RNApelo processo de splicing do 
RNA (Figura 6-20). 

Ambas as extremidades do mRNA eucariotico sao modificadas: pelo capeamento 
na extremidade 5' e pela poliadenilagao na extremidade 3' (Figura 6-21). Essas extre¬ 
midades especiais permitem que a celula verifique se ambas as extremidades de uma 
molecula de mRNA estao presentes (e, como consequencia, se a mensagem esta intacta), 
antes de exportar o RNA do nucleo para ser traduzido em proteina. A retirada de introns 
do RNA une as diferentes porgoes de uma sequencia codificadora de protemas e permite 
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j TRADUgAO 


Figura 6-20 Comparagao das etapas 
que levam do gene a proteina em 
eucariotos e em bacterias. A quantida- 
de final de uma proteina em uma celula 
depende da eficiencia de cada etapa e das 
taxas de degradagao das moleculas de 
RNA e de proteina. (A) Nas celulas eucari- 
oticas, a molecula de mRNA produzida por 
transcrigao contem tanto sequencias codi- 
ficadoras (exon) como nao codificadoras 
(intron). Antes de a molecula de RNA ser 
traduzida em proteina, as duas extremi¬ 
dades do RNA sao modificadas, os introns 
sao removidos por uma reagao de splicing 
de RNA catalisada enzimaticamente e o 
mRNA resultante e transportado do nucleo 
para o citoplasma. Por conveniencia, as 
etapas nesta figura estao representadas 
como se ocorressem uma de cada vez; na 
realidade, varias etapas ocorrem simul- 
taneamente. Por exemplo, o quepe de 
RNA e adicionado, e o splicing inicia antes 
que a transcrigao tenha sido completada. 
Devido ao acoplamento entre transcrigao e 
processamento de RNA, os transcritos pri¬ 
maries intactos - os RNAs completos que 
seriam, em teoria, produzidos antes de o 
processamento ocorrer - raramente sao 
encontrados. (B) Nos procariotos, a produ¬ 
gao de moleculas de mRNA e muito mais 
simples. A extremidade 5' de uma mole¬ 
cula de mRNA e produzida por meio da 
iniciagao da transcrigao, e a extremidade 
3' e produzida pela terminagao da transcri¬ 
gao. Visto que as celulas procarioticas nao 
possuem um nucleo, a transcrigao e a tra- 
dugao acontecem em um compartimento 
comum, e a tradugao de um mRNA bacte¬ 
riano frequentemente tern infeio antes da 
sua sintese ter sido concluida. 
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Figura 6-21 Uma comparagao entre estruturas de moleculas de mRNA procariotico e eucariotico. (A) As extremidades 
5' e 3' de um mRNA bacteriano sao as extremidades nao modificadas da cadeia sintetizada pela RNA-polimerase, a qual inicia e 
termina a transcrigao naqueles pontos, respectivamente. As extremidades correspondentes de um mRNA eucariotico sao forma- 
das pela adigao de um quepe na extremidade 5' e pela clivagem do transcrito pre-mRNA proximo a extremidade 3' e adigao de 
uma sequencia poli-A, respectivamente. A figura tambem ilustra outra diferenga entre os mRNAs procarioticos e eucarioticos: os 
mRNAs bacterianos podem conter as instrugoes para varias protefnas diferentes, enquanto os mRNAs eucarioticos praticamente 
sempre contem a informagao para uma unica protefna. (B) A estrutura do quepe na extremidade 5' de moleculas de mRNA euca¬ 
riotico. Observe a ligagao incomum 5' para 5' da 7-metil G ao restante do RNA. Muitos mRNAs eucarioticos possuem uma modifi- 
cagao adicional: a metilagao do grupo 2'-hidroxila da ribose na extremidade 5 'do transcrito primario (ver Figura 6-23). 



que os eucariotos superiores tenham a capacidade de sintetizar varias protemas diferen¬ 
tes a partir do mesmo gene. 

Uma estrategia simples evoluiu para acoplar todas as etapas do processamento 
do RNA supradescritas ao alongamento da transcrigao. Como discutido anteriormen- 
te, uma etapa-chave da iniciagao da transcrigao pela RNA-polimerase II e a fosforilagao 
da cauda da RNA-polimerase II, tambem denominada CTD (dominio C-terminal). Essa 
fosforilagao, que ocorre gradualmente a medida que a RNA-polimerase inicia a trans¬ 
crigao e move-se ao longo do DNA, nao apenas ajuda a dissociar a RNA-polimerase II 
das outras protemas presentes no ponto de inicio da transcrigao, como tambem permi- 
te que um novo conjunto de protemas que atuam no alongamento da transcrigao e no 
processamento do RNA se associe a cauda da RNA-polimerase. Como discutiremos a 
seguir, algumas dessas protemas de processamento parecem "saltar” da cauda da po- 
limerase sobre a molecula de RNA em formagao para comegar seu processamento, 
conforme ela emerge da RNA-polimerase. Assim, podemos ver a RNA polimerase II no 
seu modo de alongamento, como uma fabrica de RNA que nao apenas se move sobre o 
DNA sintetizando uma molecula de RNA, mas que tambem processa o RNA produzido 
(Figura 6-22). A CTD totalmente estendida e quase 10 vezes mais longa que o restante da 
RNA-polimerase. Por ser um dominio proteico flexivel, a CTD atua como um suporte ou 
como uma corda, mantendo proximas uma ampla variedade de protemas que poderao 
atuar de forma rapida, quando necessario. Essa estrategia, que acelera significativamen- 
te a taxa global de uma serie de reagoes consecutivas, e amplamente utilizada nas celulas 
(ver Figuras 4-58 e 16-18). 

O capeamento do RNA e a primeira modificagao dos pre-mRNAs 
eucarioticos 

Assim que a RNA-polimerase II tenha produzido aproximadamente 25 nucleotideos de 
RNA, a extremidade 5 ; da nova molecula de RNA e modificada pela adigao de um "que¬ 
pe” (ou capa) que consiste em um nucleotideo guanina modificado (ver Figura 6-21B). 
A reagao de capeamento e realizada por tres enzimas que agem sucessivamente: uma 
remove um fosfato da extremidade 5' do RNA nascente (uma fosfatase), outra (uma gua- 
niltransferase) adiciona um GMP em uma ligagao reversa (5 ; para 5' em vez de 5 ; para 
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Figura 6-22 O conceito de "fabrica de RNA" para a RNA-polimerase II eucari- 
otica. A polimerase nao somente transcreve DNA em RNA, mas tambem transporta 
proteinas processadoras de RNA em sua cauda, as quais sao transferidas para o RNA em 
formagao no momento adequado. A cauda contem 52 repetigoes adjacentes de uma 
sequencia de sete aminoacidos contendo duas serinas em cada repetigao. As proteinas 
de capeamento se ligam a cauda da RNA-polimerase quando esta e fosforilada na Ser5 
do heptamero repetido, no final do processo de iniciagao da transcrigao (ver Figura 6-15). 
Essa estrategia assegura que a molecula de RNA seja capeada de maneira eficiente assim 
que sua extremidade 5' emergir da RNA-polimerase. Conforme a polimerase segue a 
transcrigao, sua cauda e extensivamente fosforilada nas posigoes de Ser2 por uma cinase 
associada a polimerase de extensao, sendo eventualmente desfosforilada nas posigoes de 
Ser5. Essas novas alteragoes atraem proteinas de splicing e de processamento da extremi¬ 
dade 3' para a polimerase em movimento, posicionando-as para agir sobre o RNA recem- 
-sintetizado assim que ele venha a emergir da RNA-polimerase. Existem muitas enzimas 
de processamento do RNA e nem todas se associam a polimerase. No caso do splicing 
do RNA, por exemplo, a cauda carrega apenas uns poucos componentes essenciais; uma 
vez transferidos para a molecula de RNA, eles atuam como nucleadores para os demais 
componentes do processo. 

Uma vez que a RNA-polimerase II termina de transcrever urn gene, ela e liberada do 
DNA, os fosfatos da sua cauda sao removidos por fosfatases soluveis, e ela pode reiniciar 
a transcrigao. Apenas essa forma completamente desfosforilada da RNA-polimerase II e 
capaz de iniciar a sfntese de RNA em urn promotor. 


3'), e uma terceira (uma metiltransferase) adiciona um grupo metila a guanosina (Figura 
6-23). Visto que todas as tres enzimas ligam-se a cauda fosforilada da RNA-polimerase 
na posigao Ser5 - a modificagao adicionada pelo TFIIH durante a iniciagao da transcri¬ 
gao - elas estao prontas para modificar a extremidade 5' do transcrito nascente assim 
que ela emerge da polimerase. 

O quepe metil 5' identifica a extremidade 5' de mRNAs eucarioticos, e essa marca 
ajuda a celula a distinguir os mRNAs dos outros tipos de moleculas de RNA presentes na 
celula. Por exemplo, as RNA-polimerases I e III produzem RNAs nao capeados durante a 
transcrigao, em parte porque essas polimerases carecem de um CTD. No micleo, o quepe 
se liga a um complexo proteico denominado complexo de ligagao ao quepe (CBC, cap- 
-binding complex), o qual, como discutiremos em segoes subsequentes, ajuda o proces¬ 
samento e a exportagao dos futuros mRNAs. O quepe metil 5' tambem desempenha um 
importante papel na tradugao dos mRNAs no citosol, como discutiremos adiante neste 
capitulo. 

O splicing do RNA remove as sequences de introns de 
pre-mRNAs recentemente transcritos 

Como discutido no Capitulo 4, as sequencias codificadoras de genes eucarioticos sao 
caracteristicamente interrompidas por sequencias intervenientes nao codificadoras (fn- 
trons). Descoberta em 1977, essa caracteristica dos genes eucarioticos foi uma surpresa 
para os cientistas, que estavam familiarizados, ate aquele momento, apenas com genes 
bacterianos, os quais, caracteristicamente, consistem em uma porgao continua de DNA 
codificador diretamente transcrita em mRNA. Contrastando fortemente, os genes euca¬ 
rioticos sao encontrados sob a forma de pequenos pedagos de sequencias codificadoras 
{sequencias expressas ou exons) intercaladas por sequencias muito mais longas, as se¬ 
quencias intervenientes ou mtrons; assim, a porgao codificadora de um gene eucariotico 
e, em geral, apenas uma pequena fragao do comprimento total do gene (Figura 6-24). 

Tanto as sequencias de introns quanto as de exons sao transcritas em RNA. As sequen¬ 
cias dos introns sao removidas do RNA recentemente sintetizado por meio de um processo 
denominado splicing de RNA. Grande parte do splicing de RNA que ocorre nas celulas atua 
na produgao de mRNA, e nossa discussao sobre o splicing focaliza-se nesse tipo, denomina- 


Figura 6-23 Reagoes que adicionam o quepe na extremidade 5' de cada molecula 
de RNA sintetizada pela RNA-polimerase II. 0 quepe final contem uma nova ligagao 
5' para 5' entre o residuo 7-metil G positivamente carregado e a extremidade 5' do 
transcrito de RNA (ver Figura 6-21B). A letra N representa qualquer um dos quatro ribo- 
nucleotideos, embora o nucleotideo inicial em uma cadeia de RNA geralmente seja uma 
purina (um A ou um G). (De A.J. Shatkin, BioEssays 7:275-277, 1987. Com permissao de 
Wiley-Liss, Inc., uma subsidiaria de John Wiley & Sons, Inc.) 
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Figura 6-24 Estrutura de dois genes 
humanos mostrando a organizagao de 
exons e de introns. (A) 0 gene relativa- 
mente pequeno da p-globina, que codifica 
uma subunidade da proteina carreadora 
de oxigenio hemoglobina, contem tres 
exons (ver tambem Figura 4-7). (B) O gene 
do Fator VIII, bem maior, contem 26 exons; 
esse gene codifica uma proteina (Fator VIII) 
que atua na via de coagulagao do sangue. 
A forma mais prevalente de hemofilia e 
resultado de mutagoes nesse gene. 


do splicing do precursor de mRNA (ou pre-mRNA). Somente apos ter ocorrido o splicing e o 
processamento das extremidades 5' e 3,' esse RNA sera denominado mRNA. 

Cada evento de splicing remove um mtron, por meio de duas reagoes sequenciais de 
transference de fosforil, conhecidas como transesterificagoes, as quais unem dois exons, 
enquanto removem o mtron entre eles sob a forma de um “lago” (Figura 6-25). A maqui- 
naria que catalisa o splicing do pre-mRNA e complexa, consistindo em cinco moleculas 
adicionais de RNA e varias centenas de protemas, e muitas moleculas de ATP sao hidroli- 
sadas por evento de splicing. Essa complexidade e presumivelmente necessaria para asse- 
gurar que o splicing seja exato, sendo ao mesmo tempo suficientemente flexivel para lidar 
com a enorme diversidade de introns encontrada em uma celula eucariotica tipica. 

Pode parecer uma perda de tempo e energia remover um grande numero de introns 
no splicing do RNA. Na tentativa de explicar as razoes do splicing, os cientistas descobri- 
ram que o arranjo exon-mtron parece facilitar o aparecimento de protemas novas e uteis 
em uma escala de tempo evolutiva. Assim, a presenga de numerosos introns no DNA per- 
mite que a recomb inagao genetica facilmente combine exons de diferentes genes, possi- 
bilitando que genes para novas protemas evoluam mais facilmente devido a combinagao 
de porgoes de genes preexistentes. Essa ideia e apoiada pela observagao, descrita no Ca- 
pitulo 3, de que muitas protemas nas celulas atuais assemelham-se a uma “colcha de re- 
talhos” composta a partir de um conjunto comum de dominios proteicos (ver p. 121-122). 

Atualmente, o splicing de RNA tambem apresenta uma vantagem. Os transcritos de 
varios genes eucarioticos (estimam-se 95% dos genes em humanos) sofrem splicing 
de diferentes maneiras, permitindo que um mesmo gene produza um conjunto corres- 
pondente de diferentes protemas (Figura 6-26). Assim, em vez de representar um pro- 
cesso desnecessario e de gasto excessivo, como aparentava ser, a primeira vista, o splicing 
de RNA permite aos eucariotos incrementar o potencial codificador de seus genomas. 
Retornaremos a essa ideia varias vezes neste capitulo e no proximo, mas primeiramente 
precisamos descrever a maquinaria celular que realiza essa fascinante tarefa. 


Figura 6-25 Reagao de splicing do pre- 
-mRNA. (A) Na primeira etapa, um nucleo- 
tideo de adenina especifico na sequencia 
do intron (indicado em vermelho) ataca a 
regiao 5' de splicing e corta a cadeia princi¬ 
pal de agucar-fosfato do RNA nesse ponto. 
A extremidade 5' cortada do intron torna- 
-se covalentemente ligada ao nucleotideo 
de adenina, como mostrado no detalhe em 
(B), criando, dessa forma, uma alga na mo- 
lecula de RNA. A extremidade 3'-OH livre 
liberada da sequencia do exon reage com 
o inicio da sequencia do exon seguin- 
te, unindo os dois exons e liberando a 
sequencia do intron na forma de um /ago. 
As duas sequences exon sao, desse modo, 
unidas em uma sequencia codificadora 
continua. A sequencia do intron liberada e 
eventualmente dissociada em nucleotideos 
unicos, que sao reciclados. 
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As sequencias nucleotidicas sinalizam onde ocorre o splicing 

O mecanismo de splicing de pre-mRNA ilustrado na Figura 6-24 implica que a maquinaria 
de splicing deve reconhecer tres regioes na molecula RNA precursora: a regiao de splicing 
5,' a regiao de splicing 3'eo ponto da forquilha na sequencia do intron que forma a base 
do fragmento em lago a ser excisado. Como esperado, cada um desses tres sitios tern uma 
sequencia nucleotidica consenso, que e similar entre diferentes introns e que fornece infor- 
magoes para a celula a respeito do local onde deve ocorrer o splicing (Figura 6-27). Entre- 
tanto, essas sequencias consenso sao relativamente curtas e aceitam uma extensa variabi- 
lidade; como veremos em breve, a celula incorpora outros tipos de informagoes adicionais 
para definir exatamente onde, sobre cada molecula de RNA, devera ocorrer o splicing. 

A alta variabilidade das sequencias consenso de splicing e um desafio adicional 
para os cientistas determinados a decifrar as sequencias genomicas. O tamanho dos ni¬ 
trons varia de aproximadamente 10 nucleotideos a mais de 100 mil e a determinagao dos 
limites exatos de cada intron e uma tarefa ardua, mesmo com a ajuda de computadores 
de alto desempenho. A possibilidade da existencia de splicing alternative aumenta a di- 
ficuldade de previsao de sequencias proteicas unicamente a partir de uma sequencia 
genomica. Essa dificuldade e um dos principais obstaculos para a identificagao de todos 
os genes em um genoma completo, sendo uma das principais razoes de conhecermos 
somente o niimero aproximado de diferentes protemas produzidas no genoma humano. 


0 splicing do RNA e realizado pelo spliceossomo 

Diferentemente das outras etapas de produgao de mRNA ja discutidas, as etapas-chave 
do splicing do RNA sao realizadas por moleculas de RNA e nao por protemas. As mole- 
culas especializadas de RNA reconhecem as sequencias nucleotidicas que especificam 
onde o splicing deve ocorrer e tambem catalisam a quimica do splicing. Essas moleculas 
de RNA sao relativamente pequenas (possuem menos de 200 nucleotideos cada uma), 
e existem cinco delas, Ul, U2, U4, U5 e U6. Conhecidas como snRNAs (pequenos RNAs 
nucleares, small nuclear RNAs), cada uma e complexada com pelo menos sete subuni- 
dades proteicas para formar uma snRNP (pequena ribonucleoprotema nuclear, de small 
nuclear ribonucleoprotein). As snRNPs formam o cerne do spliceossomo, o grande ar- 
ranjo de moleculas de RNA e de protemas que realiza o splicing do pre-mRNA na celula. 
Durante a reagao de splicing, o reconhecimento da jungao de processamento 5,' do ponto 
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Figura 6-26 Splicing alternativo do 
gene de a-tropomiosina de rato. 

A a-tropomiosina e uma proteina de 
super-helice (ver Figura 3-9) que desempe- 
nha varias tarefas, predominantemente na 
regulagao da contragao nas celulas muscu- 
lares. 0 transcrito primario pode ter seus 
introns retirados de diferentes maneiras, 
como indicado na figura, para produzir 
mRNAs distintos que dao origem a varian- 
tes proteicas. Alguns desses padroes de 
splicing sao especificos de certos tipos de 
celulas. Por exemplo, a a-tropomiosina 
produzida no musculo estriado e diferente 
daquela produzida pelo mesmo gene em 
um musculo liso. As pontas de seta na 
parte superior da figura marcam os sitios 
onde a clivagem e a adigao de poli-A 
formam as extremidades 3' dos mRNAs 
maduros. 


Figura 6-27 Sequencias consenso de 
nucleotideos em uma molecula de 
RNA que sinalizam o inicio e o final 
da maioria dos introns humanos. 

Os tres blocos de sequencias nucleotidicas 
ilustrados sao necessarios para a remogao 
do intron. Aqui A, G, U e C sao os nucleo- 
tideos-padrao do RNA; R representa uma 
purina (A ou G); e Y representa uma piri- 
midina (C ou U). 0 A destacado em ver- 
melho forma o ponto de forquilha do lago 
produzido pelo splicing (ver Figura 6-25). 
Somente o GU do inicio do intron e o AG 
do seu final sao nucleotideos invariantes 
nas sequencias consenso do splicing. As 
posigoes restantes podem ser ocupadas 
por uma gama de nucleotideos, embora 
os nucleotideos indicados sejam prefe- 
renciais. As distances no RNA entre as 
tres sequencias consenso de splicing sao 
altamente variaveis; entretanto, a distancia 
entre o ponto de forquilha e a jungao 3' 
do splicing e caracteristicamente muito 
menor do que a distancia entre a jungao 5' 
do splicing e o ponto de forquilha. 
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da forquilha e da jungao de processamento 3' e realizado principalmente por meio do 
pareamento de bases entre os snRNAs e as sequencias consenso de RNA no pre-mRNA 
substrato. 

O spliceossomo e uma maquina complexa e dinamica. Quando estudado in vitro 
foi possivel determinar que alguns poucos componentes do spliceossomo se organizam 
sobre o pre-mRNA e, conforme a reagao de splicing ocorre, novos componentes sao in- 
corporados e substituem aqueles que ja desempenharam suas fungoes e foram ejetados 
(Figura 6-28). No entanto, muitos cientistas acreditam que, no interior da celula, o spli¬ 
ceossomo ja se encontre sob a forma de um agrupamento de baixa afinidade - capturan- 
do, realizando o splicing e liberando o RNA, sob a forma de uma unidade coordenada 
que sofre extensos rearranjos a cada momento em que realiza o splicing. 

O spliceossomo usa hidrolise de ATP para produzir uma serie 
complexa de rearranjos RNA-RNA 

A hidrolise de ATP nao e, em si, necessaria para a quimica do splicing do RNA, uma vez 
que as duas reagoes de transesterificagao preservam as ligagoes fosfato de alta energia. 


Sftio de splicing 5' 


Sftio de splicing 3' 



Porgao de 
um transcril 
pre-mRNA 


Intron 


— 





TRIPLO snRNP U4/U6-U5 



A snRNP U1 pareia com a jungao 5' de 
splicing (ver Figura 6-29) e a BBP (protefna 
de ligagao ao ponto de forquilha) e o U2AF 
(fator auxiliar de U2) reconhecem o sftio do 
ponto de forquilha. 


A snRNP U2 desloca BBP e U2AF e forma 
pares de bases com a sequencia consenso do 
sftio do ponto de forquilha. 


Atripla snRNP U4/U6*U5 entra na reagao. 

Na tripla snRNP, os snRNAs U4 e U6 sao 
mantidos em firme uniao pelas interagoes de 
pares de bases. Os rearranjos subsequentes 
quebram os pareamentos de U4/U6 
permitindo que U6 desloque U1 na jungao 5' 
de splicing (ver Figura 6-29). Isso cria um 
sftio ativo que catalisa a primeira reagao 
fosforiltransferase. 


Rearranjos RNA-RNA adicionais criam o sftio 
ativo para a segunda reagao 
fosforiltransferase, a qual, entao, completa 
o splicing (ver Figura 6-25A). 


Complexo de 
jungao do exon 
(EJC) 


CLIVAGEM DO SITIO 
3' DE SPLICING E UNIAO 
DAS DUAS SEQUENCIAS 
DOS EXONS 



Exon 1 Exon 2 


Intron excisado sob a forma 
de um lago (o RNA do intron 
sera degradado no nucleo; 
as snRNPs serao recidadas). 


Porgao do 
mRNA 


Figura 6-28 Mecanismo de splicing do pre-mRNA. 

0 splicing do RNA e catalisado por um arranjo de snRNPs 
(mostrado como circulos coloridos) e de outras protefnas 
(a maioria das quais nao e mostrada) que, em conjunto, 
constituem o spliceossomo. 0 spliceossomo reconhece os 
sinais de splicing em uma molecula de pre-mRNA, aproxi- 
ma as duas extremidades dos fntrons e fornece a atividade 
enzimatica para as duas etapas necessarias da reagao 
(ver Figura 6-25A e Animagao 6.5). Como indicado, um 
conjunto de protefnas do chamado complexo de jungao 
do exon (EJC) permanece sobre a molecula de mRNA que 
sofreu splicing ; o seu papel subsequente sera discutido 
brevemente. 
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No entanto, a hidrolise extensiva do ATP e necessaria para a associagao e os rearranjos 
do spliceossomo. Algumas das protemas adicionais que fazem parte do spliceossomo 
utilizam a energia da hidrolise de ATP para romper interagoes RNA-RNA ja existentes 
e permitir a formagao de outras. Ao todo, em torno de 200 protemas, incluindo aquelas 
que formam as snRNPs, sao necessarias para cada evento de splicing. 

Qual e o proposito desses rearranjos? Em primeiro lugar, eles permitem que os 
sinais de splicing do pre-RNA sejam examinados pelos snRNPs diversas vezes durante o 
processo de splicing. Por exemplo, U1 snRNP inicialmente reconhece o sitio de splicing 
5' por meio do pareamento de bases convencional; conforme o splicing procede, esses 
pares de bases sao rompidos (pelo uso da energia da hidrolise do ATP) e U1 e substituido 
por U6 (Figura 6-29). Esse tipo de rearranjo de RNA-RNA (em que a formagao de uma in- 
teragao de RNA-RNA requer a disrupgao de outra) ocorre varias vezes durante o splicing 
e permite que os spliceossomos verifiquem e reavaliem os sinais de splicing, aumentan- 
do, desse modo, a precisao global do splicing. Em segundo lugar, os rearranjos que ocor- 
rem no spliceossomo criam os sitios ativos para as duas reagoes de transesterificagao. 
Esses dois sitios ativos sao criados um apos o outro e somente apos os sinais de splicing 
no pre-mRNA terem sido verificados varias vezes. Essa progressao ordenada garante que 
erros de splicing ocorrerao apenas raramente. 

Uma das caracteristicas mais surpreendentes do spliceossomo e a natureza dos 
sitios cataliticos: eles sao formados por protemas e moleculas de RNA, embora sejam 
as moleculas de RNA as reais catalisadoras quhnicas do splicing. Na ultima segao deste 
capitulo, discutiremos em termos gerais as propriedades quimicas e estruturais das mo¬ 
leculas de RNA que lhes permitem atuar como catalisadoras. 

Uma vez que a reagao quimica do splicing foi completada, as snRNPs permanecem 
ligadas a alga em lago. A dissociagao das snRNPs do lago (e umas das outras) requer ou¬ 
tra serie de rearranjos RNA-RNA que requer a hidrolise de ATP. Dessa forma, os snRNAs 
retornarao a sua configuragao original, podendo ser reutilizados em uma nova reagao. 
Ao final de uma reagao de splicing, o spliceossomo promove a ligagao de um conjunto de 
protemas ao mRNA, proximo a regiao anteriormente ocupada pelo mtron. Denomina- 
das complexo de jungao do exon (E]C, exon junction complex), essas protemas marcam o 
sitio de um evento de splicing que ocorreu com sucesso e, como veremos adiante neste 
capitulo, influenciam o destino subsequente do mRNA. 


Outras propriedades do pre-mRNA e da sua sfntese ajudam a 
explicar a escolha dos sitios adequados de splicing 


Como vimos, os mtrons variam incrivelmente em tamanho, alguns excedendo os 100 mil 
nucleotideos. Se a selegao do sitio do splicing fosse determinada unicamente pela agao de 
snRNPs sobre uma molecula de RNA pre-formada livre de protemas, poderiamos esperar 
erros frequentes de splicing- como a perda de exons e o uso de regioes “ocultas” de splicing 
(Figura 6-30). Os mecanismos de fidelidade construidos em torno do spliceossomo para 
suprimir erros sao suplementados por dois fatores adicionais que aumentam a chance de 
o splicing ocorrer de forma exata. O primeiro e uma simples consequencia do acoplamento 
entre o splicing e a transcrigao. Enquanto a transcrigao ocorre, a cauda fosforilada da RNA- 
-polimerase carreia varios componentes do spliceossomo (ver Figura 6-22), e esses compo- 
nentes sao diretamente transferidos da polimerase para o RNA a medida que o RNA emerge 
da polimerase. Essa estrategia ajuda a celula a identificar e controlar os mtrons e os exons: 
por exemplo, as snRNPs que se organizam sobre um sitio de splicing 5' sao inicialmente 
apresentados apenas ao sitio de splicing 3' que emerge imediatamente da polimerase; os 
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Figura 6-29 Um dos varios rearranjos 
que ocorrem no spliceossomo durante 
o splicing do pre-mRNA. Este exemplo 
vem da levedura Saccharomyces cerevisiae, 
na qual as sequences nucleotidicas envol- 
vidas sao ligeiramente diferentes daquelas 
presentes em celulas humanas. A troca de 
snRNP U1 por snRNP U6 ocorre imediata¬ 
mente antes da primeira reagao de trans¬ 
ference de fosforil (ver Figura 6-28). Essa 
troca faz o sitio de splicing 5' ser lido por 
duas snRNPs diferentes, o que aumenta a 
exatidao da selegao do sitio de splicing 5' 
pelo spliceossomo. 
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Figura 6-30 Dois tipos de erros de 
splicing. (A) Salto (ou perda) de exon. 

(B) Selegao de sftio oculto de splicing. 

Sinais ocultos de splicing sao sequences 
nucleotfdicas de RNA com alt a similaridade 
a sinais de splicing verdadeiros e sao por 
vezes erroneamente utilizadas pelo spli- 
ceossomo. 


(A) 

Exon 1 Exon 2 Exon 3 

5' 3' 


Salto de exon 


Exon 1 Exon 3 
5' 
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Selegao de 
sftio oculto 
de splicing 
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Sinais ocultos 
de splicing 


Fragmento do exon 2 
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Figura 6-31 Variagao no tamanho de 
fntrons e de exons nos genomas hu- 
mano, de nematodeo e de mosca. 

(A) Distribuigao do tamanho de exons. 

(B) Distribuigao do tamanho de fntrons. 
Observe que o comprimento dos exons 
e muito mais uniforme do que o compri¬ 
mento dos fntrons. (Adaptada de Interna¬ 
tional Human Genome Sequencing Con¬ 
sortium, Nature 409:860-921, 2001. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 


sitios potenciais mais a jusante ainda nao foram sintetizados. Essa coordenagao entre trans- 
crigao e splicing e extremamente importante para evitar a retirada inadequada de exons. 

Uma estrategia denominada “definigao de exon” tambem ajuda que as celulas es- 
colham as regioes adequadas para splicing. O tamanho dos exons tende a ser muito mais 
uniforme que o tamanho dos introns, apresentando, em media, 150 pares de nucleotideos 
em uma ampla variedade de organismos eucarioticos (Figura 6-31). Pela definigao de um 
exon, a maquinaria de splicing pode procurar sequencias exonicas de tamanho relativa- 
mente homogeneo. Acredita-se que, a medida que ocorre a sintese de RNA, um grupo de 
componentes adicionais (principalmente as proteinas SR, assim chamadas por conterem 
um dominio rico em serinas e em argininas) se associa sobre os exons e marca cada sitio 
3' e 5' do splicing, iniciando na extremidade 5' do RNA (Figura 6-32). Essas proteinas, por 
sua vez, recrutam o snRNA Ul, que marca o limite 3' do exon, e o snRNA U2, que ajuda a 
identificar o outro limite. Ao marcar dessa forma especificamente os exons e assim tirar 
partido do tamanho relativamente uniforme dos exons, a celula aumenta a precisao com 
que deposita os componentes iniciais de splicing sobre o RNA nascente e, portanto, evita 
“a perda” de sitios de splicing. Ainda nao esta claro como as proteinas SR discriminam 
as sequencias exonicas das sequencias intronicas; entretanto, sabe-se que algumas das 
proteinas SR ligam-se preferencialmente a sequencias especificas de RNA em exons, de- 
nominadas estimuladores de splicing (splicing enhancers). Em principio, considerando-se 
a redundancia do codigo genetico, existe liberdade para a evolugao da sequencia nucleo- 
tidica dos exons de modo a formar um sitio de ligagao para uma proteina SR, sem que a 
sequencia de aminoacidos que o exon codifica seja necessariamente afetada. 

Tanto a marcagao dos limites entre exons e introns quanto a organizagao do splice- 
ossomo tern inicio sobre a molecula de RNA enquanto ela ainda esta na fase de extensao 
de sua extremidade 3" pela RNA-polimerase. Entretanto, o verdadeiro processo quimico 
do splicing pode ocorrer mais tarde. Esse atraso significa que os introns nao sao necessa¬ 
riamente removidos da molecula de pre-mRNA na ordem em que eles se encontram ao 
longo da cadeia de RNA. 

A estrutura da cromatina afeta o splicing do RNA 

Embora a primeira vista possa parecer contraditorio, a forma como um gene e empacotado 
na cromatina pode afetar como o RNA transcrito desse gene sera processado. Os nucleos- 
somos tendem a ser posicionados sobre os exons (que tern, em media, o comprimento 
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aproximado do DNA em um nucleossomo), e foi proposto que os nucleossomos atuam 
como “redutores de velocidade” permitindo que as proteinas responsaveis pela identifica- 
gao dos exons se associem sobre o RNA conforme ele emerge da polimerase. Alem disso, 
alteragoes na estrutura da cromatina sao usadas para alterar os padroes de splicing de duas 
maneiras. Primeiro, visto que o splicing e a transcrigao sao acoplados, a velocidade na qual 
a RNA-polimerase se move ao longo do DNA pode afetar o splicing do RNA. Por exemplo, 
se a polimerase se move lentamente, o salto de exons (ver Figura 6-30A) sera minimizado: 
a organizagao do spliceossomo inicial podera ser concluida antes mesmo que um sitio al¬ 
ternative de splicing emerja da RNA-polimerase. Os nucleossomos na cromatina conden- 
sada podem pausar a polimerase; o padrao das pausas, por sua vez, afetara a quantidade 
de RNA dispomvel para a maquinaria do splicing em um dado momento. 

Ha uma segunda e mais direta forma da estrutura da cromatina afetar o splicing do 
RNA. Embora os detalhes ainda nao estejam totalmente compreendidos, modificagoes 
especificas em histonas atraem componentes do spliceossomo, e, visto que a cromati¬ 
na que esta sendo transcrita esta em forte associagao com o RNA nascente, esses com¬ 
ponentes do splicing podem facilmente ser transferidos para o RNA emergente. Dessa 
forma, certos tipos de modificagoes de histonas podem afetar o padrao final do splicing. 


Figura 6-32 Hipotese da definigao de 
exon. De acordo com essa ideia, proteinas 
SR ligam-se a cada sequencia de exon no 
pre-mRNA e, dessa forma, ajudam a guiar 
as snRNPs para os limites adequados entre 
fntron/exon. Essa demarcagao de exons 
pelas proteinas SR ocorre cotranscricio- 
nalmente, iniciando no CBC (complexo 
de ligagao ao quepe) na extremidade 5'. 
Acredita-se que um grupo de proteinas 
conhecidas como ribonucleoproteinas 
nucleares heterogeneas (hnRNPs) possam 
associar-se preferencialmente aos fntrons 
ajudando ainda mais o spliceossomo a dis- 
tinguir os fntrons dos exons. (Adaptada de 
R. Reed, Curr. Opin. Cell Biol. 12:340-345, 
2000. Com permissao de Elsevier.) 


O splicing de RNA possui uma plasticidade extraordinary 

Vimos que a escolha dos sitios de splicing depende de caracteristicas do transcrito pre- 
-mRNA como a forga dos tres sinais no RNA (as jungoes 5' e 3" do splicing e o ponto de 
forquilha) pela maquinaria de splicing, a associagao cotranscricional do spliceossomo, 
a estrutura da cromatina e a eficiencia do “sistema de classificagao” que define o exon. 
Desconhecemos quao exato e o processo normal do splicing, pois, como veremos a se- 
guir, existem varios sistemas de controle de qualidade que degradam rapidamente os 
mRNAS cujo splicing ocorreu de forma inadequada. No entanto, sabemos que, compara- 
do a outras etapas da expressao genica, o splicing geralmente e bastante flexivel. 

Assim, por exemplo, quando uma mutagao ocorre em uma sequencia nucleotidica 
critica para o splicing de um intron determinado, isso por si so nao impedira necessaria- 
mente o splicing deste intron. Em vez disso, a mutagao potencialmente criara um novo 
padrao de splicing (Figura 6-33). Com frequencia, um exon e simplesmente eliminado 
(ver Figura 6-33B). Em outros casos, a mutagao leva ao uso eficiente de uma jungao ocul- 
ta (Figura 6-33C). Aparentemente, a maquinaria de splicing evoluiu para identificar o 
melhor padrao possivel das jungoes de splicing e, se este e alterado por uma mutagao, ela 
procura o proximo melhor padrao, e assim por diante. Essa plasticidade inerente ao pro¬ 
cesso de splicing do RNA sugere que as modificagoes nos padroes de splicing provocadas 
por mutagoes ao acaso sao importantes na evolugao dos genes e dos organismos. Isso 
tambem significa que as mutagoes que afetam o splicing podem ser extremamente pre¬ 
judicial para o organismo: alem da p-talassemia, o exemplo apresentado na Figura 6-33, 
o splicing aberrante desempenha papeis importantes no desenvolvimento da fibrose cis- 
tica, da demencia fronto-temporal, da doenga de Parkinson, da retinite pigmentosa, da 
atrofia muscular espinal, da distrofia miotonica, do envelhecimento precoce e do cancer. 
Estima-se que, das muitas mutagoes pontuais que causam doengas hereditarias huma- 
nas, 10% produzam splicing aberrante do gene que content a mutagao. 
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(A) TRANSCRITO PRIMARIO NORMAL 
DA p-GLOBINA EM ADULTO 



Sequences de introns 


O mRNA normal e formado a partir de tres exons 

(B) UMA ALTERAgAO DE UM UN ICO 
NUCLEOTIDEO QUE DESTROI UM 
SITIO NORMAL DE SPLICING, PROVOCANDO, 
ASSIM, A ELIMINAgAO DE UM EXON 



i 


mRNA com exon 2 ausente 


A plasticidade do splicing de RNA tambem significa que a celula pode facilmente 
regular o padrao de splicing do RNA. Anteriormente, nesta segao, vimos que o splicing 
alternativo pode originar protemas diferentes a partir do mesmo gene e que essa e uma 
estrategia comum para aumentar o potencial de codificagao dos genomas. Alguns exem- 
plos de splicing alternativo sao constitutives; isto e, os mRNAs que sofrem splicing alter¬ 
nativo sao produzidos continuamente pelas celulas de um organismo. Entretanto, em 
muitos casos, os padroes de splicing sao regulados pela celula de tal forma que diferentes 
protemas sao produzidas em diferentes momentos e em diferentes tecidos (ver Figura 
6-26). No Capitulo 7, retornaremos a esse assunto para discutir alguns exemplos especi- 
ficos da regulagao de splicing do RNA. 

0 splicing do RNA catalisado pelo spliceossomo provavelmente 
evoluiu a partir de mecanismos de auto-splicing 


(C) UMA ALTERAgAO DE UM UN ICO 

NUCLEOTIDEO QUE DESTROI UM SITIO 
NORMAL DE SPLICING, ATIVANDO, 
DESSA FORMA, UM SITIO OCULTO DE 
SPLICING 



mRNA com um exon 3 estendido 


(D) UMA ALTERAgAO DE UM UNICO 
NUCLEOTIDEO QUE CRIA UM NOVO 
SITIO DE SPLICING, CAUSANDO, DESSA 
FORMA, A INSERgAO DE UM NOVO EXON 



mRNA com exon extra inserido 
entre os exons 2 e 3 


Figura 6-33 Processamento anormal do trans- 
crito primario do RNA da (3-globina em huma- 
nos com a doenga 0-talassemia. Nos exemplos 
ilustrados, a doenga (uma anemia grave resultante 
da sfntese anormal de hemoglobina) e causada 
por mutagoes em sftios de splicing, identificadas 
no genoma de pacientes afetados. Os segmentos 
azul-escuro representam as tres sequences nor¬ 
mals de exons; as linhas vermelhas conectam os 
sftios de splicing 5' e 3' que sao utilizados. Em (B), 
(C) e (D), os segmentos azul-claro indicam as no¬ 
vas sequences nucleotfdicas inseridas na molecula 
de mRNA final como resultado de uma mutagao 
indicada pela seta preta. Observe que quando 
uma mutagao origina um sftio normal d e splicing 
sem um acompanhante, um exon e perdido (B), 
ou um ou mais sftios de splicing ocultos anormais 
adjacentes sao usados (C). (Parcialmente adaptada 
de S.H. Orkin, em The Molecular Basis of Blood 
Diseases [G. Stamatoyannopoulos et al., eds.], 
pp. 106-126. Philadelphia: Saunders, 1987.) 


A descoberta do spliceossomo intrigou bastante os biologos moleculares. Por que mole- 
culas de RNA, em vez de protemas, desempenhariam fungoes importantes no reconhe- 
cimento do sitio de splicing e nas reagoes quimicas do splicing ? Por que e utilizado um 
lago intermediario em vez de se utilizar uma alternativa aparentemente mais simples, 
que consistiria na aproximagao dos sitios 5' e 3' do splicing e m uma unica etapa, seguida 
pela clivagem direta e uniao dos segmentos? As respostas a essas questoes refletem a 
evolugao do spliceossomo. 

Como discutido brevemente no Capitulo 1 (e retomado com mais detalhes na 
segao final deste capitulo), e provavel que as celulas primordiais tenham utilizado mo- 
leculas de RNA - em vez de protemas - como seus principais catalisadores e que elas 
armazenassem sua informagao genetica sob a forma de sequencias de RNA, em vez de 
DNA. As reagoes de splicing catalisadas por RNA possivelmente desempenharam fun- 
goes essenciais nessas celulas primordiais. Como evidencia, alguns introns de RNA de 
auto-splicing ("ou seja, introns no RNA que sofrem splicing na ausencia de protemas ou 
de quaisquer outras moleculas de RNA) ainda existem - por exemplo, nos genes do rRNA 
nuclear do ciliado Tetrahymena, em uns poucos genes do bacteriofago T4 e em alguns 
genes mitocondriais e plastidiais. Nesses casos, a molecula de RNA adquire uma estru- 
tura tridimensional enovelada especifica que aproxima as jungoes mtron/exon e catalisa 
as duas reagoes de transesterificagao. Uma sequencia de mtron que sofre auto -splicing 
pode ser identificada in vitro por meio da incubagao de uma molecula de RNA purificada 
que contem a sequencia do mtron e a observagao da reagao de splicing. Visto que a qui- 
mica basica de algumas reagoes de autoprocessamento e muito semelhante ao splicing 
do pre-mRNA, foi proposto que o complexo processo do splicing do pre-mRNA tenha 
evoluido de uma forma ancestral mais simples, a partir do auto-splicing do RNA. 

As enzimas de processamento do RNA geram a extremidade 3' 
dos mRNAs de eucariotos 

Ja vimos que a extremidade 5" de um pre-mRNA produzido pela RNA-polimerase II e ca- 
peada quase que imediatamente apos a sua saida da RNA-polimerase. A seguir, a medida 
que a polimerase continua seu movimento ao longo de um gene, os componentes do 
spliceossomo se associam sobre o RNA e identificam os limites dos exons e dos introns. 
A longa cauda C-terminal da RNA-polimerase coordena esses processos pela transfe¬ 
rence de componentes do capeamento e do splicing diretamente para o RNA conforme 
ele emerge da enzima. Nesta segao, veremos que a medida que a RNA-polimerase II se 
aproxima do final de um gene, um mecanismo similar assegura que a extremidade 3" do 
pre-mRNA seja corretamente processada. 

A posigao da extremidade 3" de cada molecula de mRNA e, em ultima analise, es- 
pecificada por sinais codificados no genoma (Figura 6-34). Esses sinais sao transcritos 
em RNA, conforme a RNA-polimerase II se move ao longo deles, sendo, entao, reco- 
nhecidos (como RNA) por uma serie de protemas de ligagao ao RNA e por enzimas do 
processamento do RNA (Figura 6-35). Duas protemas de subunidades multiplas, deno- 
minadas fator de estimulagao da clivagem (CstF, cleavage stimulation factor) e fator de 
especificidade de clivagem e poliadenilagao (CPSF, cleavage and polyadenylation spe¬ 
cificity factor), possuem importancia especial. Ambas movimentam-se com a cauda da 
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RNA-polimerase e sao transferidas a extremidade 3' da sequencia em processamento de 
uma molecula de RNA logo que ela emerge da RNA-polimerase. 

Apos a ligagao de CstF e CPSF as suas sequencias de reconhecimento na molecula de 
RNA emergente, protemas adicionais se ligam a eles para criar a extremidade 3' do mRNA. 
Inicialmente, o RNA e clivado da polimerase (ver Figura 6-35). Apos, uma enzima denomi- 
nada poli-A-polimerase (PAP) adiciona, um a um, aproximadamente 200 nucleotideos A a 
extremidade 3' produzida pela clivagem. O nucleotideo precursor dessas adigoes e o ATP, e 
o mesmo tipo de ligagoes 5' a 3' utilizado na smtese convencional de RNA e formado nessa 
situagao. No entanto, diferentemente das outras RNA-polimerases comuns, apoli-A-polime- 
rase nao requer um molde e, como consequencia, a cauda de poli-A dos mRNAs eucarioti- 
cos nao esta diretamente codificada no genoma. Conforme a cauda de poli-A e sintetizada, 
as denominadas protemas de ligagao a poli-A se ligam a ela e, por um mecanismo ainda 
pouco conhecido, ajudam a determinar o tamanho final da cauda. 

Apos a clivagem da extremidade 3' de uma molecula de pre-mRNA eucariotica, a 
RNA-polimerase II continua a transcrever, em alguns casos ate varias centenas de nu¬ 
cleotideos. Uma vez que a clivagem da extremidade 3' tenha ocorrido, o RNA recem-sin- 
tetizado que emerge das polimerases nao apresenta um quepe 5'; esse RNA desprotegido 
e rapidamente degradado por uma exonuclease 5'-> 3' presente na cauda da polimerase. 
Aparentemente, e essa degradagao continuada do RNA que eventualmente permite a 
RNA polimerase se dissociar do molde e interromper a transcrigao. 

mRNAs eucarioticos maduros sao seletivamente exportados do 
nucleo 

A smtese e o processamento do pre-mRNA eucariotico ocorrem de forma ordenada no 
interior do nucleo da celula. Porem, de todo o pre-mRNA que e sintetizado, somente uma 
pequena fragao - o mRNA maduro - sera utilizada posteriormente pela celula. A maior 
parte do material restante - mtrons excisados, RNAs clivados e formas de pre-mRNAs 
que sofreram splicing anormal - nao somente nao sera utilizada como e potencialmente 
perigosa. Como a celula consegue distinguir as moleculas de mRNA maduras relativa- 
mente raras, que ela deseja manter, da esmagadora quantidade de detritos gerados pelo 
processamento de RNA? 

A resposta e que, quando uma molecula de RNA e processada, ela perde certas protei- 
nas e adquire outras. Por exemplo, vimos que a ligagao dos complexos de ligagao ao quepe, 
dos complexos de jungao do exon e das protemas de ligagao a poli-A marcam a finalizagao 
respectiva do capeamento, do splicing e da adigao da poli-A. Uma molecula de mRNA ade- 
quadamente completa tambem pode ser distinguida pela presenga/ausencia de determi- 
nadas protemas. Por exemplo, a presenga de uma proteina snRNP significara um splicing 
incompleto ou aberrante. Apenas quando as protemas presentes sobre uma molecula de 
mRNA coletivamente indicarem que o processamento foi adequadamente finalizado e que 
o mRNA sera exportado do nucleo rumo ao citosol, onde podera ser traduzido em proteina. 


Figura 6-35 Algumas das principals etapas na geragao da extremidade 3' de um 
mRNA eucariotico. Esse processo e muito mais complicado do que o processo analogo 
em bacterias, onde a RNA-polimerase simplesmente para no sinal de terminagao e libera 
tanto a extremidade 3' do transcrito quanto o DNA-molde (ver Figura 6-11). 


Figura 6-34 Sequencias nucleotidicas 
consenso que determinam a clivagem 
e a poliadenilagao para formar a 
extremidade 3' de um mRNA eucario¬ 
tico. Essas sequencias sao codificadas no 
genoma e reconhecidas - como RNA - por 
proteinas especificas apos serem trans- 
critas. Como mostrado na Figura 6-35, 
o hexamero AAUAAA liga-se ao CPSF, e 
o elemento rico em GU a direita do sftio 
de clivagem liga-se ao CstF; a sequencia 
CA e ligada a um terceiro fator proteico 
necessario para a clivagem. Como outras 
sequencias consenso de nucleotideos 
discutidas neste capitulo (ver Figura 6-12), 
as sequencias ilustradas na figura repre- 
sentam uma variante de uma ampla gama 
de sinais de poliadenilagao e de clivagem 
individuals. 
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Figura 6-36 Estrutura da regiao central do 
exossomo de RNA humano. 0 RNA pene- 
tra por uma extremidade do poro central e e 
degradado por RNAses que se associam com 
a outra extremidade. Nove diferentes subunida- 
des proteicas (cada qual representada por uma 
cor diferente) compoem essa grande estrutura 
em anel. As celulas eucarioticas possuem tanto 
urn exossomo nuclear quanto urn exossomo 
citoplasmatico; ambas as formas incluem a 
porcas central do exossomo mostrado aqui 
e subunidades adicionais (incluindo RNAses 
especializadas) que diferenciam as duas formas. 
0 exossomo nuclear degrada RNAs aberrantes 
antes que eles sejam exportados para o cito- 
sol. Ele tambem processa certos tipos de RNA 
(p. ex., os RNAs ribossomicos) para produzir 
a sua forma final. A forma citoplasmatica do 
exossomo e responsavel pela degradagao de 
mRNAs no citosol, e e, portanto, essencial para 
a determinagao do tempo de vida de cada mo- 
lecula de mRNA. (Codigo PDB: 2NN6.) 


Os mRNAs processados de forma inadequada e outros residuos de RNA (p. ex. ; sequencias 
intronicas excisadas) sao retidos no nucleo, onde eventualmente serao degradados pelo 
exossomo nuclear, um grande complexo proteico cujo interior e rico em exonucleases de 
RNA 3'-5' (Figura 6-36). Assim, as celulas eucarioticas exportam apenas moleculas de RNA 
uteis para o citoplasma, enquanto fragmentos de RNA sao eliminados no nucleo. 

Entre todas as protemas que se agregam as moleculas de pre-mRNA conforme 
elas emergem das RNA-polimerases que estao transcrevendo, as mais abundantes sao 
as protemas ribonucleares nucleares heterogeneas (hnRNPs, heterogeneous nuclear ri- 
bonuclear proteins). Algumas dessas protemas (existem aproximadamente 30 diferentes 
em humanos) desenrolam as helices em grampo no RNA de tal forma que os sinais de 
splicing e outros sinais no RNA podem ser lidos mais facilmente. Outras empacotam pre- 
ferencialmente o RNA contido nas sequencias de mtrons extremamente longos, tipicos 
de organismos complexos (ver Figura 6-31) e podem desempenhar um papel importante 
na distingao entre mRNAs maduros e restos do processamento de RNA. 

Os mRNAs adequadamente processados sao transportados atraves dos complexos 
do poro nuclear (NPCs, nuclear pore complexes), canais aquosos da membrana nuclear, 
os quais conectam diretamente o nucleoplasma e o citosol (Figura 6-37). Pequenas 
moleculas (com menos de 60 mil daltons) podem difundir-se livremente atraves desses 
canais. No entanto, a maioria das macromoleculas celulares, inclusive os mRNAs com- 
plexados a protemas, apresenta tamanho excessivo, o que as impossibilita de atravessar 
os canais sem o uso de processos especiais. A celula usa energia para o transporte ativo 
dessas macromoleculas em ambos os sentidos atraves dos complexos do poro nuclear. 

Como explicado em detalhes no Capitulo 12, as macromoleculas sao transportadas 
atraves dos complexos do poro nuclear via receptores de transporte nuclear, os quais, de- 
pendendo da identidade da macromolecula, as escoltam do nucleo para o citoplasma ou 
vice-versa. Para que ocorra a exportagao do mRNA, um receptor de transporte nuclear es- 
pecifico deve ser ligado ao mRNA, uma etapa que, em muitos organismos, ocorre simulta- 
neamente a clivagem e poliadenilagao 3! Apos ter ajudado a mover uma molecula de RNA 
atraves do complexo do poro nuclear, o receptor de transporte se dissocia do mRNA, penetra 
novamente no nucleo, e e utilizado para exportar uma nova molecula de mRNA. 

A exportagao dos complexos mRNA-protema a partir do nucleo pode ser facilmente 
observada ao microscopio eletronico para os incomumente abundantes mRNAs dos genes 
do Anel de Balbiani de insetos. Conforme esses genes sao transcritos, pode-se observar o 
empacotamento do RNA recem-formado mediado por protemas, como hnRNPs, protei- 
nas SR e componentes do spliceossomo. Esse complexo proteina-RNA sofre uma serie de 
transigoes estruturais, provavelmente refletindo eventos de processamento do RNA, cul- 
minando em uma fibra curva (Figura 6-37). Essa fibra curva move-se, entao, atraves do 
nucleoplasma, penetra o complexo do poro nuclear (sendo seu quepe 5' a primeira porgao 
a penetrar) e sofre outra serie de transigoes estruturais, enquanto se move atraves do poro. 
Essas e outras observagoes revelaram que os complexos pre-mRNA-protema e mRNA-pro- 



Figura 6-37 Transporte de uma grande molecula de mRNA pelo complexo do poro nuclear. (A) A maturagao de uma molecula de mRNA conforme ela 
e sintetizada pela RNA-polimerase e empacotada pelas diversas proteinas nucleares. Esta ilustragao de um RNA de inseto incomumente grande e abundante, 
chamado mRNA do anel de Balbiani, baseia-se em fotomicrografias de microscopia eletronica como as mostradas em (B). (A, adaptada de B. Daneholt, Cell 
88:585-588, 1997. Com permissao de Elsevier; B, de B.J. Stevens e H. Swift, J. Cell Biol. 31:55-77, 1966. Com permissao deThe Rockefeller University Press.) 
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teina sao estruturas dinamicas que podem adquirir e perder numerosas protefnas especf- 
ficas durante a sintese, o processamento e a exportagao do RNA (Figura 6-38). 

A analise anteriormente descrita foi complementada por novas metodologias que 
permitiram aos pesquisadores acompanhar o destino de moleculas de mRNA mais tf- 
picas, que podem ser marcadas com fluorescencia e observadas individualmente. Uma 
tfpica molecula de RNA e liberada do seu sftio de transcrigao e consome varios minu- 
tos difundindo rumo a um complexo do poro nuclear. Durante esse perfodo, e provavel 
que eventos de processamento do RNA continuem a ocorrer e que o RNA perca certas 
protefnas anteriormente a ele ligadas e adquira novas. Ao chegar a entrada do poro, o 
mRNA “pronto para exportagao” permanece estacionario durante alguns segundos, tem¬ 
po no qual pode ocorrer a conclusao do processamento, e, em seguida, e transportado 
atraves do poro muito rapidamente, em dezenas de milissegundos. Alguns complexos 
mRNA-protefnas sao muito grandes, e os mecanismos que lhes permitem se mover tao 
rapidamente atraves dos complexos de poros nucleares permanecem ainda um misterio. 

Algumas das protefnas depositadas sobre o mRNA enquanto ele ainda se encontra no 
nucleo podem afetar o destino do RNA apos ele ter sido transportado para o citosol. Assim, a 
estabilidade de um mRNA no citosol, a eficiencia sob a qual ele sera traduzido em proteina 
e seu destino definitivo no citosol podem ser determinados pelas protefnas adquiridas no 
nucleo e que permanecem ligadas ao RNA apos ele deixar o compartimento nuclear. 

Antes de discutirmos o que acontece com os mRNAs no citosol, consideraremos 
brevemente como ocorre a sintese e o processamento de algumas moleculas de RNA 
nao codificadoras. Ha muitos tipos de RNAs nao codificadores produzidos pelas celulas 
(ver Tabela 6-1, p. 305), mas aqui vamos nos concentrar nos rRNAs, que sao extrema- 
mente importantes para a tradugao dos mRNAs em proteina. 

RNAs nao codificadores tambem sao sintetizados e processados 
no nucleo 

Apenas uma pequena porcentagem do peso seco de uma celula de mamffero e RNA, sendo 
que apenas cerca de 3 a 5% dessa porcentagem corresponde a mRNA. A maior parte do 
RNA nas celulas desempenha fungoes estruturais e catalfticas (ver Tabela 6-1). Os RNAs 
mais abundantes nas celulas sao os RNAs ribossomicos (rRNAs), que constituem aproxima- 
damente 80% do RNA em uma celula que se encontra em rapida divisao. Como discutido a 
seguir neste capftulo, esses RNAs formam o cerne do ribossomo. Diferentemente das bacte- 
rias - nas quais todos os RNAs celulares sao sintetizados por uma unica RNA-polimerase -, 
os eucariotos tern uma polimerase especializada, a RNA-polimerase I, que se dedica a pro- 
dugao dos rRNAs. A RNA-polimerase I e semelhante estruturalmente a RNA-polimerase II 
discutida anteriormente; entretanto, a ausencia de uma cauda C-terminal na polimerase I 
ajuda a explicar por que seus transcritos nao sao capeados ou poliadenilados. 

Visto que multiplos ciclos de tradugao de cada molecula de mRNA podem propor- 
cionar uma amplificagao enorme na produgao das moleculas proteicas, muitas das protef¬ 
nas abundantes na celula podem ser sintetizadas a partir de genes que apresentam uma 
unica copia por genoma haploide (ver Figura 6-3). Em contraste, os componentes RNA do 
ribossomo constituem produtos genicos finais, e uma celula de mamffero em crescimento 
deve sintetizar cerca de 10 milhoes de copias de cada tipo de rRNA em cada geragao da 


Figura 6-38 llustragao esquematica de 
uma molecula de mRNA pronta para 
exportagao e seu transporte atraves 
do poro nuclear. Como indicado, 
algumas protefnas acompanham o mRNA 
a medida que ele atravessa o poro, en¬ 
quanto outras permanecem no nucleo. 

0 receptor de exportagao nuclear de 
mRNA e um complexo de protefnas que se 
liga a uma molecula de mRNA, uma vez 
que ela tenha sido corretamente processa- 
da e poliadenilada. Depois que o mRNA e 
exportado para o citosol, esse receptor de 
exportagao se dissocia do mRNA e e trans¬ 
portado de volta ao nucleo, onde pode ser 
novamente utilizado. A verificagao final 
aqui indicada, chamada de decaimento 
mediado por ausencia de sentido, sera 
descrita mais adiante neste capftulo. 
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Figura 6-39 Transcribe) de genes de 
rRNA organizados em sequencia, 
como observado em microscopia ele- 
tronica. 0 padrao de genes transcritos 
alternados a espagadores nao transcritos e 
facilmente observavel. Uma visao de maior 
magnitude dos genes de rRNA e mostrada 
na Figura 6-10. (De V.E. Foe, Cold Spring 
Harb. Symp. Quant. Biol. 42:723-740, 
1978. Com permissao de Cold Spring Har¬ 
bor Laboratory Press.) 



celula para construir seus 10 milhbes de ribossomos. Quantidades adequadas de rRNAs 
so podem ser produzidas porque a celula contem multiplas copias de genes de rRNA que 
codificam RNAs ribossomicos (rRNAs). Mesmo a E. coli necessita de sete copias de seus 
genes de rRNA para suprir as necessidades da celula para a formagao dos ribossomos. 
As celulas humanas contem aproximadamente 200 copias dos genes de rRNA por genoma 
haploide, dispersas em pequenos grupos em cinco cromossomos diferentes (ver Figura 
4-11), enquanto as celulas da ra Xenopus contem cerca de 600 copias de genes de rRNA por 
genoma haploide, em um unico agrupamento, em um cromossomo (Figura 6-39). 

Existem quatro tipos de rRNAs eucarioticos, cada um representado no ribossomo 
por uma copia. Tres desses quatro rRNAs (18S, 5,8S e 28S) sao sintetizados por meio de 
modificagoes quimicas e clivagem de um unico grande rRNA precursor (Figura 6-40); o 
quarto (5S RNA) e sintetizado a partir de um grupo separado de genes por uma polime- 
rase diferente, a RNA-polimerase III, e nao requer modificagoes quimicas. 

Grandes modificagoes quimicas ocorrem no rRNA precursor de 13 mil nucleotideos 
de comprimento antes que os rRNAs sejam clivados e organizados sob a forma de ribosso¬ 
mos. Estas incluem cerca de 100 metilagoes das posigoes 2'-OH nos agucares dos nucleo¬ 
tideos e 100 isomerizagoes de nucleotideos uridina para pseudouridina (Figura 6-41A). 
As fungoes dessas modificagoes nao sao compreendidas em detalhe, mas elas provavel- 
mente auxiliam no enovelamento e na uniao dos rRNAs finais, ou alteram sensivelmente a 
fungao dos ribossomos. Cada modificagao e feita em uma posigao especifica sobre o rRNA 
precursor, especificada por “RNAs-guia” que se posicionam no rRNA precursor pelo parea- 
mento de bases e, assim, trazem uma enzima modificadora de RNA para a posigao apro- 
priada (Figura 6-41B). Outros RNAs-guia promovem a clivagem dos rRNAs precursores 
em rRNAs maduros, provavelmente por causarem modificagoes conformacionais no rRNA 
precursor, que expoem esses sitios para as nucleases. Todos esses RNAs-guia sao membros 
de uma grande classe de RNAs chamada pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs, small 


Figura 6-40 Modificagoes quimicas e 
o processamento nucleolitico de uma 
molecula precursora de rRNA 45S eu- 
cariotica gerando tres RNAs ribossomi- 
cos distintos. Dois tipos de modificagoes 
quimicas (codigo de cores de acordo com 
a Figura 6-41) sao realizados no rRNA 
precursor antes que ele seja clivado. Apro¬ 
ximadamente, metade das sequences 
nucleotidicas desse rRNA precursor e 
descartada e degradada no nucleo pelo 
exossomo. Os rRNAs sao denominados 
de acordo com seus valores "S", que se 
referem as suas taxas de sedimentagao em 
ultracentrifugagao. Quanto maior o valor 
de S, maior e o rRNA. 
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Figura 6-41 Modificagoes do rRNA 
precursor por RNAs-guia. (A) Duas im- 
portantes modificagoes covalentes feitas 
ao rRNA; as diferengas dos nucleotideos 
inicialmente incorporados estao indicadas 
por atomos vermelhos. A pseudouridina 
e um isomero da uridina; a base foi "gira- 
da," e esta ligada ao C vermelho e nao ao 
N vermelho do agucar (compare a Figura 
6-5B). (B) Conforme indicado, os snoRNAs 
localizam os sftios de modificagao por 
meio do pareamento de bases com se¬ 
quences complementares ao rRNA precur¬ 
sor. Os snoRNAs estao ligados a proteinas, 
e os complexos sao denominados snoRNPs 
(pequenas ribonucleoproteinas nucleares). 
As snoRNPs contem tanto as sequencias- 
-guia quanto as enzimas que modificam 
o rRNA. 


nucleolar RNAs), denominados dessa forma por desempenharem suas fungoes em um sub- 
compartimento do nucleo - o nucleolo. Muitos snoRNAs sao codificados nos Introns de 
outros genes, especialmente aqueles que codificam proteinas ribossomicas. Eles sao sinte- 
tizados pela RNA-polimerase II e processados a partir de sequencias de Introns excisados. 

O nucleolo e uma fabrica produtora de ribossomos 

O nucleolo e a estrutura mais facilmente identificada no nucleo de uma celula eucari- 
otica quando observada em microscopia optica. Essa estrutura foi tao analisada pelos 
primeiros citologistas que uma revisao de 1898 chegou a listar aproximadamente 700 re¬ 
ferences. Sabemos atualmente que o nucleolo e a regiao onde acontece o processamen- 
to de rRNAs e a sua organizagao sob a forma de subunidades ribossomicas. Ao contrario 
de muitas das principais organelas da celula, o nucleolo nao esta delimitado por uma 
membrana (Figura 6-42); ele e um enorme agregado de macromoleculas, incluindo os 


Figura 6-42 Fotomicrografia eletro- 
nica de um corte fino do nucleolo de 
um fibroblasto humano, mostrando 
suas tres zonas distintas. (A) Imagem 
do nucleo completo. (B) Vista de maior 
magnitude do nucleolo. Acredita-se que a 
transcrigao dos genes de rRNA ocorra en- 
tre o centra fibrilar e o componente denso 
fibrilar, e que o processamento dos rRNAs 
e sua organizagao nas duas subunidades 
do ribossomo ocorra fora do componente 
denso fibrilar, nos componentes granulares 
adjacentes. (Cortesia de E.G. Jordan e 
J. McGovern.) 


Heterocromatina periferica 




Envelope 

nuclear 

.Nucleolo 


Componente 
fibrilar 
denso 


Componente 
granular 


(A) 


(B) 


Centro 

fibrilar 


1 |xm 


2 |xm 











330 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


Envelope 

nuclear 


Nucleolo 


Dissociagao 

nucleolar 


® 

® 

® 

® 

® 

Q 

© 


\ 

I 

/ 



Associagao 

nucleolar 





© 

Q 

® 

® 

. 


G 2 


Preparagao 
para a 
mitose 


Profase 

Metafase 

Anafase 

Telofase 





Preparagao 
para a 
replicagao 
de DNA 


Replicagao 
de DNA 


Figura 6-43 Alteragoes na aparencia de um nucleolo em uma celula humana 
durante o ciclo celular. Apenas o nucleo da celula esta representado neste diagrama. 

Na maioria das celulas eucarioticas, a membrana nuclear se desorganiza durante a 
mitose, como indicado pelos circulos tracejados. 

proprios genes do rRNA, precursores dos rRNAs, rRNAs maduros, enzimas de proces- 
samento de rRNAs, snoRNPs, um grande conjunto de fatores de associagao (incluindo 
ATPases, GTPases, protemas-cinase e RNA-helicases), protemas ribossomicas e ribosso- 
mos parcialmente formados. A mtima associagao de todos esses componentes permite 
que a organizagao dos ribossomos ocorra rapidamente e sem perturbagoes. 

Varios tipos de moleculas de RNA desempenham um importante papel na quimica 
e na estruturagao do nucleolo, sugerindo que ele possa ter evoluido a partir de uma es- 
trutura ancestral presente em celulas dominadas pela catalise de RNA. Nas celulas atuais, 
os genes de rRNA desempenham uma fungao importante na formagao dos nucleolos. 
Em uma celula humana diploide, os genes de rRNA estao distribuidos em dez grupos, 
localizados proximo a extremidade de uma das duas copias de cinco pares cromossomi- 
cos diferentes (ver Figura 4-11). Durante a interfase, esses dez cromossomos contribuem 
com algas de DNA (contendo os genes rRNA) para o nucleolo; na fase M, quando os cro¬ 
mossomos condensam, os nucleolos se fragmentam e, entao, desaparecem. Em seguida, 
na telofase da mitose, conforme os cromossomos retornam ao seu estado semidisperso, 
as extremidades dos dez cromossomos reorganizam pequenos nucleolos, que se agluti- 
nam de modo progressivo em um unico nucleolo (Figuras 6-43 e 6-44). Como deveria 
ser esperado, o tamanho dos nucleolos reflete o numero de ribossomos que a celula esta 
produzindo. Consequentemente, seu tamanho varia muito entre as diferentes celulas e 
pode sofrer alteragoes em uma unica celula, ocupando 25% do volume total nuclear em 
celulas que estao produzindo quantidades anormalmente grandes de protema. 

A organizagao dos ribossomos e um processo complexo, e as principais caracte- 
risticas desse processo estao ilustradas na Figura 6-45. Alem de seu papel central na 
biogenese dos ribossomos, o nucleolo e o sitio da produgao de outros RNAs nao codi- 
ficadores e da organizagao de outros complexos RNA-protema. Por exemplo, o snRNP 
U6, que atua no splicing do pre-mRNA (ver Figura 6-28), e composto por uma molecula 
de RNA e de, no minimo, sete protemas. O snRNA U6 e modificado quimicamente pelos 
snoRNAs no nucleolo antes de sua associagao final em snRNP U6. Outros importantes 
complexos RNA-protema, inclusive a telomerase (encontrada no Capitulo 5) e a parti- 
cula de reconhecimento de sinal (a qual discutiremos no Capitulo 12), tambem sao for- 
madas no nucleolo. Finalmente, os tRNAs (RNAs transportadores) que transportam os 
aminoacidos para a smtese proteica sao processados no nucleolo; da mesma forma que 
os genes de rRNA, os genes que codificam tRNAs estao agrupados no nucleolo. Assim, o 
nucleolo pode ser visto como uma grande fabrica, na qual diferentes RNAs nao codifica- 



Figura 6-44 Fusao nucleolar. Estas micrografias opticas de fibroblastos humanos crescidos em cultura mos- 
tram varios estagios de fusao nucleolar. Apos a mitose, cada um dos dez cromossomos humanos que carrega 
um conjunto de genes de rRNA comega a formar pequenos nucleolos, os quais rapidamente coalescem a medi- 
da que crescem para formar um unico grande nucleolo caracteristico de muitas celulas interfasicas. (Cortesia de 
E.G. Jordan e J. McGovern.) 
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Figura 6-45 A fungao do nucleolo 
na sfntese do ribossomo e de outras 
ribonucleoprotemas. 0 rRNA precur¬ 
sor 45S e empacotado em uma grande 
particula ribonucleoproteica contendo 
varias proteinas ribossomicas importadas 
do citoplasma. Enquanto essa particula 
permanece no nucleolo, componentes 
selecionados sao adicionados e outros 
descartados conforme ela e processada 
em subunidades ribossomicas imaturas 
maiores e menores. As duas subunidades 
ribossomicas atingem sua forma funcional 
final apenas apos serem transportadas 
individualmente atraves dos poros nucle- 
ares para o citoplasma. Outros complexos 
ribonucleoproteicos, incluindo a telomera- 
se aqui mostrada, tambem sao formados 
no nucleolo. 


dores sao transcritos, processados e ligados a proteinas para formar uma ampla gama de 
complexos ribonucleoproteicos. 

O nucleo contem uma variedade de agregados subnucleares 

Apesar de o nucleolo ser a estrutura mais proeminente no nucleo, outros corpos nucle- 
ares foram visualizados e estudados (Figura 6-46). Esses corpos incluem os corpos de 
Cajal (assim nomeados em homenagem ao cientista que primeiro os descreveu em 1906) 
e grupos de granulos de intercromatina (tambem denominados speckles, ou manchas). 
Como o nucleolo, essas outras estruturas nucleares nao tern membranas e sao altamen- 
te dinamicas, dependendo das necessidades da celula. Sua formagao e provavelmente 
mediada pela associagao de dommios proteicos de baixa complexidade, como descrito 
no Capitulo 3 (ver Figura 3-36). A sua aparencia e o resultado da estreita associagao dos 
componentes proteicos e RNA envolvidos na smtese, associagao e armazenamento das 
macromoleculas envolvidas na expressao genica. Os corpos de Cajal sao os locais onde 
os snRNPs e os snoRNPs passam pelas etapas finais de maturagao, e onde os snRNPs sao 
reciclados e seus RNAs sao "reinicializados” apos os rearranjos que ocorreram durante 
o splicing (ver p. 321.). Em contraste, foi sugerido que os grupos de granulos de inter¬ 
cromatina correspondam a acumulos de reserva de snRNPs totalmente maduros e de 
outros componentes do processamento de RNA, que estao prontos para ser utilizados na 
produgao dos mRNAs. 
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Figura 6-46 Visualizagao de alguns corpos nucleares proeminentes. A proteina fibrilarina ( vermelho ), um 
componente de diversos snoRNPs, esta presente tanto em nucleolos quanto em corpos de Cajal; (estes indicados 
por setas). Os corpos de Cajal (mas nao os nucleolos) tambem estao destacados pela coloragao de um dos seus 
principals componentes, a proteina coilina; a sobreposigao do snoRNP e da coilina aparece em rosa. Grupos 
de granulos de intercromatina ( verde ) detectados com o uso de anticorpos contra uma proteina envolvida em 
splicing do pre-mRNA. 0 DNA esta corado em azul pelo corante DAPI. (De J.R. Swedlow e A.I. Lamond, Gen. 

Biol. 2:1-7, 2001. Com permissao de BioMed Central. Fotomicrografia cortesia de Judith Sleeman.) 

Os cientistas tem tido dificuldade na determinagao da fungao das pequenas estru- 
turas subnucleares descritas anteriormente, em parte devido as drasticas alteragoes na 
aparencia que elas sofrem a medida que as celulas progridem no ciclo celular ou respon¬ 
dent a alteragoes no ambiente. Alem disso, a disrupgao de um tipo especifico de corpo 
nuclear frequentemente nao altera de forma significativa a viabilidade celular. Parece 

I_I que a principal fungao destes agregados e aproximar os componentes mantendo-os sob 

10 uma concentragao elevada de modo a acelerar sua associagao. Por exemplo, estima-se 

que a organizagao do snRNP U4/U6 (ver Figura 6-28) ocorra dez vezes mais rapidamente 
nos corpos de Cajal do que seria o caso se o mesmo numero de componentes estivesse 
disperso por todo o nucleo. Consequentemente, os corpos de Cajal parecem dispensa- 
veis em muitos tipos de celulas, mas sao absolutamente necessarios em situagoes nas 
quais as celulas devem proliferar de forma rapida, como nos estagios iniciais do desen- 
volvimento dos vertebrados. Nesse momento, a sintese de protemas (que depende do 
splicing do RNA) deve ser especialmente rapida, e atrasos podem ser letais. 

Dada a importancia dos corpos nucleares no processamento do RNA, poderiamos 
esperar que o splicing do pre-mRNA acontecesse em um local especifico no micleo, 
uma vez que ele requer numerosos componentes proteicos e de RNA. Entretanto, vimos 
que a associagao dos componentes do splicing no pre-mRNA e cotranscricional; como 
consequencia, o splicing deve ocorrer em muitas regioes sobre os cromossomos. Apesar 
de uma tipica celula de mamifero poder expressar em torno de 15 mil genes simulta- 
neamente, a transcrigao e o splicing do RNA acontecem em apenas alguns milhares de 
regioes do micleo. Esses sitios sao altamente dinamicos e provavelmente sao o resultado 
da associagao de componentes de transcrigao e splicing para criar pequenas fabricas, o 
nome dado aos agregados especificos que contem uma concentragao local elevada de 
componentes selecionados que criam linhas de montagem bioquimicas (Figura 6-47). 






Figura 6-47 Um modelo para uma fabrica de produgao de mRNA. A produgao de mRNA e eficientemente realizada no nucleo pela agregagao dos varios com¬ 
ponentes necessarios para a transcrigao e para o processamento do pre-mRNA, originando uma fabrica bioqufmica especializada. Em (A), uma proteina com prova- 
vel fungao de suporte mantem varios componentes proximos a uma RNA-polimerase em transcrigao. Outros componentes importantes estao ligados diretamente 
a cauda da RNA-polimerase, que tambem atua como um suporte complexo (ver Figura 6-22), mas nao foram representados na ilustragao por uma questao de 
simplificagao. Em (B), diversos complexos de suporte foram reunidos para formar um agregado altamente enriquecido com os varios componentes necessarios para 
a sintese e para o processamento do pre-mRNA. Esse modelo de suporte pode ser responsavel pelos varios milhares de sitios ativos de transcrigao e processamento 
de RNA normalmente observados no nucleo de uma celula de mamifero, cada um dos quais apresentando um diametro de cerca de 100 nm e contendo, de acordo 
com as estimativas, em media, cerca de 10 moleculas de RNA-polimerase II alem de muitas outras proteinas. (C) Aqui, fabricas de produgao de mRNA e fabricas de 
replicagao de DNA foram visualizadas na mesma celula de mamifero pela incorporagao rapida de nucleotfdeos modificados diferentemente em cada acido nucleico 
e pela detecgao do RNA e do DNA produzido com o uso de anticorpos, um (verde) que detecta o DNA recem-sintetizado e o outro ( vermelho) que detecta o RNA 
recem-sintetizado. (C, de D.G. Wansink et al., J. Cell Sci. 107:1449-1456, 1994. Com permissao de The Company of Biologists.) 
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Os grupos de granulos de intercromatina - que contem estoques de componentes en- 
volvidos no processamento do RNA - sao frequentemente observados nas proximidades 
dessas regioes de transcrigao, e acredita-se que estejam envolvidos na reposigao dos su- 
primentos utilizados. O nucleo pode ser considerado uma estrutura organizada em sub- 
dommios, com snRNPs, snoRNPs e outros componentes nucleares movendo-se entre 
eles de forma ordenada, de acordo com as necessidades da celula. 

Resumo 

Antes de a sintese de uma determinada proteina poder ocorrer, a molecula de mRNA cor- 
respondente deve ser produzida por transcrigao. As bacterias contem um unico tipo de 
RNA-polimerase (a enzima que realiza a transcrigao de DNA em RNA). Uma molecula 
de mRNA e produzida depois que esta enzima inicia a transcrigao em um promotor ; sinteti- 
za o RNA pela extensao da cadeia, finaliza a transcrigao em um terminador e libera tanto o 
DNA-molde quanto a molecula de mRNA finalizada. Nas celulas eucaridticas, o processo de 
transcrigao e muito mais complexo, e existem tres RNA-polimerases - designadas como po- 
limerasel, He III - evolutivamente relacionadas umas as outras e a polimerase bacteriana. 

O mRNA dos eucariotos e sintetizado pela RNA-polimerase II. Essa enzima requer 
um conjunto de proteinas adicionais, osfatores gerais de transcrigao, e proteinas especi- 
ficas de ativagao transcricional, para iniciar a transcrigao em um molde de DNA. Ainda 
sao necessarias mais protemas (incluindo complexos de remodelagem da cromatina e en- 
zimas modificadoras de histonas) para iniciar a transcrigao nos moldes de cromatina no 
interior da celula. 

Durante afase de extensao ou alongamento da transcrigao, o RNA emformagao 
sofre tres tipos de eventos de processamento: um nucleotideo especial e adicionado a sua 
extremidade 5' (capeamento), os introns sao removidos da molecula de RNA (splicingj e 
a extremidade 3' do RNA e gerada (por clivagem e poliadenilagao). Cada um desses pro- 
cessos e iniciado por protemas que acompanham a RNA-polimerase II por interagao com 
sitios sobre sua longa cauda estendida C-terminal. O splicing difere dos demais pelofato 
de muitas de suas etapas-chave serem mediadas por moleculas de RNA especializadas 
e nao por protemas. Apenas os mRNAs adequadamente processados sao transportados 
atraves dos complexos do poro nuclear para o citosol, onde serao traduzidos em proteina. 

No caso de diversos genes, o produto final e o RNA e nao uma proteina. Nos eucario¬ 
tos, esses genes sao normalmente transcritos pela RNA-polimerase I ou pela RNA-polime¬ 
rase III. A RNA-polimerase I produz os RNAs ribossdmicos. Apos sua sintese, sob a forma 
de um grande precursor, os rRNAs sao modificados quimicamente, clivados e organizados 
sob a forma das duas subunidades ribossomicas no nucleolo - uma estrutura subnuclear 
distinta, que tambem ajuda a processar alguns complexos RNA-proteina menores na celu¬ 
la. As estruturas subnucleares adicionais (como os corpos de Cajal e os grupos de granulos 
de intercromatina) sao regioes onde os componentes envolvidos no processamento deRNA 
sao organizados, estocados e reciclados. A concentragao elevada de componentes em tais 
“fabricas” assegura que os processos serao catalisados de modo rapido e eficiente. 

DO RNA A PROTEINA 

Na segao anterior, vimos que o produto final de alguns genes e a propria molecula de 
RNA, como os RNAs presentes nos snRNPs e nos ribossomos. Entretanto, a maioria dos 
genes de uma celula produz moleculas de mRNA que sao utilizadas como intermediarias 
na via de sintese de protemas. Nesta segao, examinaremos como a celula converte a in- 
formagao contida em uma molecula de mRNA em uma proteina. A tradugao atraiu a 
atengao dos biologos inicialmente no fim dos anos 1950, quando foi abordado o “pro- 
blema da codificagao ,, : como a informagao em uma sequencia linear de nucleotideos 
no RNA e traduzida em uma sequencia linear de um conjunto de subunidades quimi¬ 
camente tao diferentes - os aminoacidos - em protemas? Essa questao fascinante trou- 
xe grande excitagao. Havia um quebra-cabegas criado pela natureza que, apos mais de 
3 bilhoes de anos de evolugao, poderia finalmente ser resolvido por um dos produtos da 
evolugao - os seres humanos. De fato, nao somente o codigo foi finalmente decifrado 
passo a passo, como, no ano 2000, a elaborada maquinaria pela qual as celulas leem esse 
codigo - o ribossomo - foi finalmente revelada em seus detalhes atomicos. 
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Figura 6-48 O codigo genetico. 

A abreviagao de uma letra padrao para 
cada aminoacido esta apresentada abaixo 
da abreviagao de tres letras (ver Painel 
3-1, p. 112-113, para o nome completo 
de cada aminoacido e sua estrutura). Por 
convengao, os codons sao sempre escritos 
com o nucleotideo 5'-terminal a esquerda. 
Observe que a maioria dos aminoacidos 
e representado por mais de urn codon, e 
que ha algumas regularidades no conjunto 
de codons que especifica cada urn dos 
aminoacidos: codons para o mesmo ami¬ 
noacido tendem a conter os mesmos nu¬ 
cleotideos na primeira e segunda posigoes, 
e variar na terceira posigao. Tres codons 
nao especificam aminoacidos, mas atuam 
como sftios de terminagao (codons de ter- 
minagao), sinalizando o final da sequencia 
codificadora da proteina. 

Urn codon - AUG - age tanto como codon 
de iniciagao, sinalizando o inicio de uma 
mensagem que codifica uma proteina, 
quanto como codon que especifica a 
metionina. 


5' 3' 

^ 

—Leu-Ser-Val-Thr — 


— Ser-Ala-Leu-Pro — 


— Gin-Arg-Tyr-His — 

Figura 6-49 As tres fases de leitura possi- 
veis para a sintese de proteinas. No proces- 
so de tradugao de uma sequencia nucleotidica 
(< azul) para uma sequencia de aminoacidos {ver- 
melho), a sequencia de nucleotideos na mole- 
cula de mRNA e lida da extremidade 5' para a 
3' em grupos sequenciais de tres nucleotideos. 
Em princfpio, portanto, a mesma sequencia 
de RNA pode determinar tres sequences 
completamente diferentes de aminoacidos, 
dependendo da fase de leitura. Entretanto, 
apenas uma das tres fases de leitura contem a 
mensagem real. 


Uma sequencia de mRNA e decodificada em conjuntos de tres 
nucleotideos 

Uma vez que o mRNA tenha sido produzido pela transcrigao e do processamento, a in¬ 
formagao presente em sua sequencia de nucleotideos e utilizada para sintetizar uma 
proteina. A transcrigao como forma de transference de informagao e de facil compreen- 
sao: uma vez que o DNA e o RNA sao quimica e estruturalmente semelhantes, o DNA 
pode agir como um molde direto para a sintese de RNA pelo pareamento de bases com- 
plementares. Como indica o termo transcrigao, e como se uma mensagem manuscrita 
fosse convertida para um texto datilografado. A linguagem propriamente dita e a forma 
da mensagem nao mudam, e os simbolos utilizados sao muito similares. 

Em contraste, a conversao da informagao de RNA para proteina representa uma tra¬ 
dugao da informagao para outra linguagem que utiliza simbolos bastante diferentes. Alem 
disso, visto que existem somente quatro nucleotideos diferentes no mRNA e 20 tipos dis- 
tintos de aminoacidos em uma proteina, nao se pode atribuir nessa tradugao uma corres- 
pondencia direta entre um nucleotideo no RNA e um aminoacido na proteina. A sequen¬ 
cia de nucleotideos de um gene, por intermedio do mRNA, e traduzida na sequencia de 
aminoacidos de uma proteina, aplicando-se as regras conhecidas como codigo genetico. 
Esse codigo foi decifrado no inicio dos anos de 1960. 

A sequencia de nucleotideos em uma molecula de mRNA e lida em grupos con- 
secutivos de tres. O RNA e um polimero linear de quatro nucleotideos diferentes, de tal 
forma que existem 4 x 4 x 4 = 64 combinagoes possiveis de tres nucleotideos: os tripletes 
AAA, AUA, AUG, e assim por diante. Entretanto, somente 20 aminoacidos diferentes sao 
normalmente encontrados nas proteinas. Ou alguns tripletes de nucleotideos nunca 
sao usados, ou o codigo e redundante e alguns aminoacidos sao determinados por mais 
de um triplete. A segunda possibilidade e, de fato, a possibilidade correta, conforme de- 
monstrado pelo codigo genetico completamente decifrado na Figura 6-48. Cada grupo 
de tres nucleotideos consecutivos no RNA e denominado codon, e cada codon especifi¬ 
ca um aminoacido ou determina a finalizagao do processo de tradugao. 

Esse codigo genetico e utilizado universalmente em todos os organismos atuais. 
Embora algumas pequenas diferengas no codigo tenham sido encontradas, elas locali- 
zam-se principalmente no DNA das mitocondrias. As mitocondrias possuem seus pro- 
prios sistemas de transcrigao e de sintese de proteinas, os quais operam com bastante 
independence dos sistemas equivalentes do restante da celula, sendo compreensivel 
que seus pequenos genomas tenham sido capazes de acomodar pequenas alteragoes do 
codigo (discutido no Capitulo 14). 

Em principio, uma sequencia de RNA pode ser traduzida em qualquer uma das 
tres diferentes fases de leitura, dependendo de onde inicia o processo de decodificagao 
(Figura 6-49). Entretanto, somente uma das tres possiveis fases de leitura em um mRNA 
codifica a proteina necessaria. Veremos posteriormente como um sinal de alerta especial 
no inicio de cada mensagem do RNA define corretamente a fase de leitura no inicio da 
sintese da proteina. 

As moleculas de tRNA transportam aminoacidos para os codons 
no mRNA 

Em uma molecula de mRNA os codons nao reconhecem diretamente os aminoacidos 
que determinam: o grupo de tres nucleotideos, por exemplo, nao se liga diretamente ao 
aminoacido. Mais exatamente, a tradugao do mRNA em proteina depende de moleculas 
adaptadoras que podem reconhecer e se ligar ao codon e, em outra regiao de sua super- 
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(A) 



(B) 



5' GCGGAUUUAGCUCAGDDGGGAGAGCGCCAGACUGAAY^CUGGAGGUCCUGUGT^CGAUCCACAGAAUUCGCAlil 3' 

(E) anticodon 

Figura 6-50 Uma molecula de tRNA. Um tRNA especifico para o aminoacido fenilalanina (Phe) e ilustrado de varias maneiras. (A) A estrutu- 
ra na forma de folha de trevo mostrando a complementaridade do pareamento de bases (linhas vermelhas) que cria as regioes de dupla-helice 
na molecula. 0 anticodon e a sequencia de tres nucleotideos que forma pares de bases com o codon no mRNA. 0 aminoacido corresponden- 
te ao par codon-anticodon e ligado na extremidade 3' do tRNA. Os tRNAs contem algumas bases incomuns, que sao produzidas por modifi- 
cagoes quimicas apos a sintese do tRNA. Por exemplo, as bases identificadas como 'P (pseudouridina - ver Figura 6-41) e D (di-hidrouridina 
- ver Figura 6-53) sao derivadas da uracila. (B e C) Vistas da molecula em forma de L, com base na analise de difragao de raios X. Embora este 
diagrama ilustre um tRNA para o aminoacido fenilalanina, todos os outros tRNAs tern estruturas semelhantes. (D) A representagao do tRNA 
usada neste livro. (E) Sequencia nucleotidica linear da molecula, colorida de acordo com (A), (B) e (C). 

ficie, ao aminoacido. Esses adaptadores consistem em um conjunto de pequenas mole- 
culas de RNA conhecidas como RNA transportador (tRNA), cada uma com tamanho de 
aproximadamente 80 nucleotideos. 

Vimos anteriormente neste capitulo que as moleculas de RNA podem se enovelar 
com alta precisao em estruturas tridimensionais, e as moleculas de tRNA fornecem um 
extraordinario exemplo dessa capacidade. Quatro pequenos segmentos do tRNA eno- 
velado formam duplas-helices, produzindo uma molecula que se assemelha a uma fo¬ 
lha de trevo quando representada esquematicamente (Figura 6-50). Por exemplo, uma 
sequencia 5'-GCUC-3' em uma porgao de uma cadeia polinucleotidica pode formar 
uma associagao relativamente forte com uma sequencia 5'-GAGC-3' de outra regiao da 
mesma molecula. A “folha de trevo" e submetida a enovelamentos adicionais para for¬ 
mar uma estrutura compacta em forma de L que e mantida por ligagoes de hidrogenio 
adicionais entre diferentes regioes da molecula (ver Figura 6-50B e C). 

Duas regioes de nucleotideos nao pareados, cada uma delas situada em uma das 
extremidades da molecula em forma de L, sao cruciais para a atuagao do tRNA na sintese 
de protemas. Uma dessas regioes forma o anticodon, um conjunto de tres nucleotideos 
consecutivos que pareiam com o codon complementar em uma molecula de mRNA. 

A outra e uma pequena regiao de fita simples na extremidade 3 ; da molecula: esse e o 
sitio onde o aminoacido que corresponde ao codon e ligado ao tRNA. 

Vimos anteriormente que o codigo genetico e redundante; ou seja, diversos co¬ 
dons podem determinar um unico aminoacido. Essa redundancia implica na existencia 
de mais de um tRNA para varios dos aminoacidos ou no pareamento de algumas mo¬ 
leculas de tRNA com mais de um codon. De fato, ambas as situagoes ocorrem. Alguns 
aminoacidos sao codificados por mais de um tRNA, e alguns tRNAs sao construidos 
de tal forma que requerem um pareamento de bases exato apenas nas duas primeiras 
posigoes do codon, podendo tolerar um pareamento imperfeito (ou oscilagao ) na ter- 
ceira posigao (Figura 6-51). Esse pareamento oscilante de bases explica por que tantos 
codons alternativos para um aminoacido diferem apenas em seu terceiro nucleotideo 
(ver Figura 6-48). Nas bacterias, o pareamento oscilante de bases torna possivel encaixar 
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Figura 6-52 Estrutura de uma endo¬ 
nuclease de splicing do tRNA ancorada 
a um precursor de tRNA. A endonuclease 
(uma enzima de quatro subunidades) remove 
o fntron do tRNA ( azul-escuro , parte infe¬ 
rior). Uma segunda enzima, uma tRNA-ligase 
multifuncional (nao ilustrada), reconecta as 
duas metades do tRNA. (Cortesia de Hong Li, 
Christopher Trotta, e John Abelson; codigo 
PDB: 2A9L.) 


Figura 6-51 Pareamento oscilante de bases entre codons e anticodons. Se o nucleotideo listado na pri- 
meira coluna esta presente na terceira posigao do codon (posigao pendular ou oscilante), ele pode parear com 
qualquer um dos nucleotideos listados na segunda coluna. Assim, por exemplo, quando a inosina (I) esta presente 
na posigao pendular do anticodon do tRNA, o tRNA pode reconhecer qualquer um dos tres diferentes codons em 
bacterias e qualquer um dos dois codons em eucariotos. A inosina nos tRNAs e formada a partir da desaminagao 
da adenosina (ver Figura 6-53), uma modificagao quimica que ocorre apos o tRNA ter sido sintetizado. Os pare- 
amentos incomuns de bases, incluindo aqueles feitos com inosina, geralmente sao mais fracos do que os parea- 
mentos convencionais de bases. 0 pareamento de base codon-anticodon e mais rigoroso nas posigoes 1 e 2 do 
codon, onde apenas os pareamentos convencionais sao permitidos. As diferengas nas interagoes por pareamento 
pendular entre bacterias e eucariotos presumivelmente resultam de pequenas diferengas estruturais entre os 
ribossomos bacterianos e eucarioticos, as maquinas moleculares que realizam a sintese de proteina. (Adaptada de 
C. Guthrie e J. Abelson, em The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces: Metabolism and Gene Expression, 
pp. 487-528. Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1982.) 

os 20 aminoacidos a seus 61 codons com apenas 31 tipos de moleculas de tRNA. O nu- 
mero exato de diferentes tipos de tRNAs, no entanto, difere de uma especie a outra. Por 
exemplo, os humanos tern aproximadamente 500 genes de tRNAs e, neles, 48 anticodons 
diferentes estao representados. 

Os tRNAs sao covalentemente modificados antes de safrem do 
nucleo 

Assim como a maioria dos RNAs eucarioticos, os tRNAs sao alterados covalentemente 
antes que seja permitida sua saida do nucleo. Os tRNAs eucarioticos sao sintetizados 
pela RNA-polimerase III. Tanto os tRNAs bacterianos quanto os eucarioticos sao carac- 
teristicamente sintetizados sob a forma de grandes tRNAs precursores, e estes sao cli- 
vados para a produgao do tRNA maduro. Alem disso, alguns tRNAs precursores (tanto 
bacterianos quanto eucarioticos) contem mtrons que devem ser retirados por splicing. 
Essa reagao de splicing e quimicamente distinta daquela do splicing do pre-mRNA; em 
vez de gerar uma alga intermediaria, o splicing do tRNA ocorre por meio de um meca- 
nismo de corte e colagem catalisado por protemas (Figura 6-52). Tanto o corte quanto 
o splicing requerem que o tRNA precursor esteja corretamente enovelado em sua confi- 
guragao de folha de trevo. Considerando que os tRNAs precursores com enovelamento 
errados nao sao adequadamente processados, as reagoes de corte e de splicing atuam 
como etapas de controle de qualidade na geragao dos tRNAs. 

Todos os tRNAs tambem sao alvo de modificagoes quimicas - aproximadamente 
1 em cada 10 nucleotideos de uma molecula de tRNA madura e uma versao alterada dos 
ribonucleotideos padrao G, U, C ou A. Mais de 50 tipos diferentes de modificagoes de 
tRNA sao conhecidos; alguns estao ilustrados na Figura 6-53. Alguns dos nucleotideos 
modificados - principalmente a inosina, produzida pela desaminagao da adenosina - 
afetam a conformagao e o pareamento das bases do anticodon e, assim, facilitam o re- 
conhecimento do codon apropriado no mRNA pela molecula de tRNA (ver Figura 6-51). 
Outros afetam a acuracia com a qual o tRNA e ligado ao aminoacido correto. 

Enzimas especificas acoplam cada aminoacido a sua molecula de 
tRNA adequada 

Vimos que, para ler o codigo genetico no DNA, as celulas produzem uma serie de tRNAs 
diferentes. Consideraremos agora como cada molecula de tRNA liga-se a seu parceiro 
adequado, apenas um entre os 20 aminoacidos. O reconhecimento e a ligagao ao ami¬ 
noacido correto dependem de enzimas denominadas aminoacil-tRNA-sintetases, as 
quais acoplam covalentemente cada aminoacido ao seu conjunto apropriado de mole¬ 
culas de tRNA (Figuras 6-54 e 6-55). Na maioria das celulas existe uma enzima sintetase 
diferente para cada aminoacido (ou seja, 20 sintetases ao todo); uma liga glicina a todos 
os tRNAs que reconhecem codons de glicina, outra liga alanina a todos os tRNAs que 
reconhecem codons de alanina, e assim por diante. Diversas bacterias, no entanto, tern 
menos do que 20 sintetases, e uma mesma enzima sintetase e responsavel pelo acopla- 
mento de mais de um aminoacido aos seus tRNAs apropriados. Nesses casos, uma unica 
sintetase posiciona o mesmo aminoacido em dois tipos diferentes de tRNAs, mas apenas 
um deles tern o anticodon que combina com o aminoacido. Uma segunda enzima, en- 
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Dois grupos metila adicionados 
a G (A/,A/-dimetil G) 



Dois atomos de hidrogenio adicionados 
a U (di-hidro U) 


S 



Enxofre substitui oxigenio 
em U (4-tiouridina) 


O 



Desaminagao de A 
(inosina) 


Figura 6-53 Alguns dos nucleotideos 
incomuns encontrados nas moleculas 
de tRNA. Esses nucleotideos sao produ- 
zidos por modificagao covalente de um 
nucleotideo normal, apos a incorporagao 
deste em uma cadeia de RNA. Dois outros 
tipos de nucleotideos modificados estao 
ilustrados na Figura 6-41. Na maioria das 
moleculas de tRNA, aproximadamente 
10% dos nucleotideos sao modificados 
(ver Figura 6-50). Como ilustrado na Figura 
6-51, a inosina as vezes esta presente na 
posigao oscilante do anticodon do tRNA. 


tao, modifica quimicamente cada aminoacido ligado “incorretamente” de tal forma que 
este agora corresponda ao anticodon exibido pelo tRNA ao qual ele se encontra covalen- 
temente ligado. 

A reagao catalisada pela sintetase que liga o aminoacido a extremidade 3' do tRNA 
e uma das muitas reagoes celulares associadas a hidrolise de ATP com liberagao de ener- 
gia (ver p. 64-65), e produz uma ligagao de alta energia entre o tRNA e o aminoacido. 
A energia dessa ligagao e usada em uma etapa posterior, na smtese de protemas, para 
ligar covalentemente o aminoacido a cadeia polipeptidica em crescimento. 

As enzimas aminoacil-tRNAs sintetases e os tRNAs sao adaptadores igualmente 
importantes para o processo de decodificagao (Figura 6-56). Isso foi estabelecido por 
um experimento no qual um aminoacido (cisteina) foi convertido quimicamente em 
um aminoacido diferente (alanina) apos estar ligado ao seu tRNA especifico. Quando 
tais moleculas aminoacil-tRNA “hibridas” foram usadas para a smtese de protemas em 
um sistema, livre de celulas, o aminoacido errado foi inserido em todos os pontos da 



P - Ribose - Adenina 
AMP 



Figura 6-54 Ativagao de aminoacidos por enzimas sintetases. Um aminoacido e ativado para a sintese 
proteica por uma enzima aminoacil-tRNA-sintetase em duas etapas. Como indicado, a energia da hidrolise de 
ATP e utilizada para ligar cada aminoacido a sua molecula de tRNA em uma ligagao altamente energetica. 

0 aminoacido e inicialmente ativado por meio da ligagao de seu grupo carboxila diretamente a um AMP, for- 
mando um aminoacido adenilado ; a ligagao do AMP, normalmente uma reagao desfavoravel, e promovida pela 
hidrolise da molecula de ATP que doa o AMP. Sem deixar a enzima sintetase, o grupo carboxila ligado ao AMP 
no aminoacido e, entao, transferido para um grupo hidroxila no agucar, na extremidade 3' da molecula de 
tRNA. Essa transference liga o aminoacido por uma ligagao ester ativada ao tRNA, formando a molecula final de 
aminoacil-tRNA. A enzima sintetase nao esta ilustrada neste diagrama. 
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Figura 6-55 Estrutura da ligagao ami- 
noacil-tRNA. A extremidade carboxila do 
aminoacido forma uma ligagao ester com 
a ribose. Visto que a hidrolise dessa liga¬ 
gao ester esta associada a uma alteragao 
altamente favoravel na energia livre, urn 
aminoacido mantido assim e denominado 
ativado. (A) Representagao esquematica 
da estrutura. 0 aminoacido esta ligado ao 
nucleotideo na extremidade 3' do tRNA 
(ver Figura 6-50). (B) Estrutura real corres- 
pondendo a regiao do quadro tracejado 
de (A). Existem duas classes principals de 
enzimas sintetases: uma liga o aminoacido 
diretamente ao grupo 3'-OH da ribose, 
e a outra o liga inicialmente ao grupo 
2'-OH. No segundo caso, uma reagao de 
transesterificagao subsequente desloca o 
aminoacido para a posigao 3'. Como na 
Figura 6-54, o "grupo R" indica a cadeia 
lateral do aminoacido. 


(A) (B) 



NH 2 


cadeia proteica onde aquele tRNA foi utilizado. Embora, como veremos, as celulas apre- 
sentem varios mecanismos de controle de qualidade para evitar esse tipo de erro, o ex- 
perimento mostrou claramente que o codigo genetico e traduzido por dois conjuntos de 
adaptadores que agem em sequencia. Cada um se associa a superficie molecular do ou- 
tro com grande especificidade, sendo esta agao combinada que associa cada sequencia 
de tres nucleotideos na molecula de mRNA - ou seja, cada codon - a seu aminoacido 
especifico. 


A edigao por tRNA-sintetases assegura a exatidao 

Varios mecanismos trabalhando em conjunto asseguram que uma amino acil-tRNA- 
-sintetase ligue o aminoacido correto a cada tRNA. A maioria das enzimas sintetases 
seleciona o aminoacido correto por um mecanismo de duas etapas. O aminoacido cor¬ 
reto tern a mais alta afinidade pela fenda do sitio ativo da sua sintetase e, por conse- 
guinte, e favorecido em relagao aos outros 19 aminoacidos; em particular, aminoacidos 
maiores do que o correto sao excluidos do sitio ativo. No entanto, a discriminagao exata 
entre dois aminoacidos semelhantes, como a isoleucina e a valina (que diferem apenas 
por um grupo metila), e muito dificil de ser alcangada em uma etapa unica. Uma se- 
gunda etapa de discriminagao ocorre apos o aminoacido ter se ligado covalentemente 
a AMP (ver Figura 6-54): quando o tRNA se liga, a sintetase tenta forgar a entrada do 



Figura 6-56 O codigo genetico e traduzido por dois adaptadores que agem em sequencia. 0 primeiro adaptador e a aminoacil-tRNA-sintetase, que liga 
um aminoacido especifico ao seu tRNA correspondente; o segundo adaptador e a propria molecula de tRNA, cujo anticodon forma pares de bases com o codon 
apropriado no mRNA. Um erro em qualquer uma dessas etapas pode causar a incorporagao de um aminoacido errado na cadeia de proteina (Animagao 6.6). 
Na sequencia de eventos ilustrada, o aminoacido triptofano (Trp) e selecionado pelo codon UGG no mRNA. 
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Figura 6-57 Edigao hidrolftica. 

(A) Aminoacil-tRNA-sintetases corrigem 
seus proprios erros de acoplamento pela 
edigao hidrolftica de aminoacidos incorre- 
tamente ligados. Como descrito no texto, 
o aminoacido correto e rejeitado pelo 
sftio de edigao. (B) 0 processo de erro e 
corregao realizado pela DNA-polimerase e 
semelhante; entretanto, difere no que diz 
respeito ao processo de remogao, o qual 
depende fortemente de urn erro de parea- 
mento com o molde (ver Figura 5-8). (P, 
sftio de polimerizagao; E, sftio de edigao.) 



recem-sintetizado 


POLIMERIZANDO 


EDITANDO 


aminoacido adenilado em um segundo bolso de edigao na enzima. As dimensoes exa- 
tas desse bolso excluem o aminoacido correto, ao mesmo tempo em que permitem o 
acesso de aminoacidos semelhantes. No bolso de edigao, um aminoacido e removido 
do AMP (ou do proprio tRNA se a ligagao aminoacil-tRNA ja tiver sido formada) por 
hidrolise. Essa edigao hidrolftica, que e analoga a corregao exonucleotidica mediada 
pelas DNA-polimerases, eleva a exatidao media da taxa de carregamento de tRNA para 
aproximadamente um erro a cada 40 mil acoplamentos (Figura 6-57). 

A tRNA-sintetase tambem deve reconhecer o conjunto correto de tRNAs, e uma 
complementaridade estrutural e quimica extensiva entre a sintetase e o tRNA permite 
que varias caracteristicas do tRNA sejam verificadas (Figura 6-58). A maioria das tRNAs 
sintetases reconhece diretamente o anticodon de combinagao do tRNA; essas sinteta- 
ses content tres sitios de ligagao nucleotidica adjacentes, cada uma delas complementar 
em forma e em carga a um nucleotideo no anticodon. No caso de outras sintetases, a 
sequencia de nucleotideos do brago de recepgao do aminoacido (haste aceptora) e a 
principal determinante do reconhecimento. Na maioria dos casos, no entanto, os nu¬ 
cleotideos de varias posigoes no tRNA sao “lidos” pela sintetase. 

Os aminoacidos sao adicionados a extremidade C-terminal de 
uma cadeia polipeptidica em crescimento 

Tendo visto que cada aminoacido e inicialmente ligado a moleculas especificas de tRNA, 
podemos agora avaliar o mecanismo capaz de unir esses aminoacidos para formar pro- 
temas. A reagao fundamental para a smtese de proteina e a formagao de uma ligagao 
peptidica entre o grupo carboxila na extremidade de uma cadeia polipeptidica em cres¬ 
cimento e um grupo amino livre do novo aminoacido. Consequentemente, uma proteina 
e sintetizada, passo a passo, a partir de sua extremidade N-terminal para sua extremi¬ 
dade C-terminal. Durante todo o processo, a extremidade carboxila em crescimento da 
cadeia polipeptidica permanece ativada por meio de ligagao covalente a uma molecula 
de tRNA (formando um peptidil-tRNA). Essa ligagao covalente altamente energetica e 
desfeita a cada adigao, mas e imediatamente substituida por uma ligagao identica no 
ultimo aminoacido adicionado (Figura 6-59). Dessa maneira, cada aminoacido adicio- 
nado carrega com ele a energia de ativagao para a adigao do proximo aminoacido, em 



Figura 6-58 Reconhecimento de uma 
molecula de tRNA por sua aminoacil- 
-tRNA-sintetase. Para este tRNA (tRNA Gln ), 
os nucleotideos especfficos tanto no anti¬ 
codon ( azul-escuro) quanto no brago de 
ligagao do aminoacido (verde-escuro) per¬ 
mitem que o tRNA correto seja reconhecido 
pela enzima sintetase ( verde-daro). Uma 
molecula de ATP ligada esta representada 
em amarelo. (Cortesia de Tom Steitz; codigo 
PDB: 1QRS.) 
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Figura 6-59 Incorporate) de um aminoacido em uma protefna. Uma cadeia polipeptidica cresce pela adigao sucessiva de aminoacidos a sua extremidade 
C-terminal. A formagao de cad a ligagao peptidica e energeticamente favoravel, pois a extremidade C-terminal em crescimento foi ativada pela ligagao covalente 
de uma molecula de tRNA. A ligagao peptidil-tRNA que ativa a extremidade em crescimento e regenerada a cad a adigao. As cadeias laterais dos aminoacidos 
estao indicadas como R 1f R 2 , R 3 e R 4 ; como ponto de referenda, todos os atomos no segundo aminoacido na cadeia polipeptidica estao sombreados em cinza. 

A figura mostra a adigao do quarto aminoacido ( vermelho ) a cadeia em crescimento. 

vez de energia para a sua propria adigao - um exemplo de polimerizagao do tipo "frente 
de crescimento ;, descrita na Figura 2-44. 

A mensagem de RNA e decodificada nos ribossomos 

Como vimos, a smtese de protemas e guiada pela informagao presente nas moleculas 
de mRNA. Para manter a fase de leitura correta e para assegurar a exatidao (aproxi- 
madamente 1 erro a cada 10 mil aminoacidos), a smtese proteica e realizada no ribos- 
somo, uma maquina catalitica complexa composta por mais de 50 protemas diferen- 
tes (as protemas ribossomicas) e diversas moleculas de RNA, os RNAs ribossomicos 
(rRNAs). Uma celula eucariotica tipica contem milhoes de ribossomos em seu citoplas- 
ma (Figura 6-60). As subunidades menores e maiores dos ribossomos sao formadas no 
nucleolo, onde rRNAs recentemente transcritos e modificados se associam as protemas 
ribossomicas que foram transportadas para o micleo apos a sua smtese no citoplasma. 
Essas duas subunidades ribossomicas sao, entao, exportadas para o citoplasma, onde 
serao unidas para realizar a smtese de protemas. 

Os ribossomos eucarioticos e bacterianos tern estruturas e fungoes semelhantes, 
sendo compostos por uma subunidade maior e uma menor que se associam para for- 
mar um ribossomo completo com massa de varios milhoes de daltons (Figura 6-61). 
A subunidade menor fornece uma regiao sobre a qual os tRNAs sao pareados de maneira 
eficiente aos codons do mRNA, enquanto a subunidade maior catalisa a formagao das 
ligagoes peptidicas que unem os aminoacidos, formando uma cadeia polipeptidica (ver 
Figura 6-58). 


Figura 6-60 Ribossomos no citoplasma 
de uma celula eucariotica. Esta fotomi- 
crografia eletronica mostra uma fina segao 
de uma pequena regiao do citoplasma. 

Os ribossomos aparecem como pontos 
pretos (setas vermelhas). Alguns estao 
livres no citosol; outros estao ligados a 
membranas do retfculo endoplasmatico. 
(Cortesia de Daniel S. Friend.) 
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Figura 6-61 Comparagao entre ribossomos bacterianos e eucarioticos. Apesar das diferengas no numero e no tamanho de seus rRNAs e componentes pro- 
teicos, ambos os ribossomos bacterianos e eucarioticos apresentam aproximadamente a mesma estrutura e funcionam de modo semelhante. Embora os rRNAs 18S 
e 28S dos ribossomos eucarioticos contenham muitos nucleotfdeos extras que nao ocorrem nos equivalentes bacterianos, esses nucleotfdeos estao presentes como 
insergoes multiplas que formam domfnios extras, nao alterando muito a estrutura basica do rRNA. 


Quando a sintese de proteinas nao esta ativa, as duas subunidades do ribossomo 
estao separadas. Elas se associam a uma molecula de mRNA, normalmente proximo 
a sua extremidade S\ para iniciar a sintese de uma proteina. O mRNA e, entao, puxado 
atraves do ribossomo, tres nucleotideos de cada vez. Conforme seus codons penetram 
no ribossomo, a sequencia de nucleotideos do mRNA e traduzida em uma sequencia 
de aminoacidos, usando os tRNAs como adaptadores para adicionar cada aminoacido 
na sequencia correta na extremidade crescente da cadeia polipeptidica. Quando um 
codon de terminagao e encontrado, o ribossomo libera a proteina finalizada e suas duas 
subunidades separam-se novamente. Nesse ponto, essas subunidades podem ser reuti- 
lizadas para iniciar a sintese de outra proteina com outra molecula de mRNA. Os ribos¬ 
somos operam com uma eficiencia incrivel: em um segundo, um ribossomo eucariotico 
adiciona dois aminoacidos a uma cadeia polipeptidica; os ribossomos das celulas bac- 
terianas operam ainda mais rapidamente, a velocidades de cerca de 20 aminoacidos 
por segundo. 

Para coreografar os muitos movimentos coordenados necessarios para uma tra- 
dugao eficiente, um ribossomo content quatro sitios de ligagao para moleculas de RNA: 
um e para o mRNA e tres (chamados de sitio A, sitio P e sitio E) sao para tRNAs (Figura 
6-62). Uma molecula de tRNA se liga com alta afinidade aos sitios A e P apenas se seus 
anticodons formarem pares de bases com o codon complementar (permitindo-se osci- 
lamento) na molecula de mRNA que esta ligada ao ribossomo (Figura 6-63). Os sitios A e 
P estao suficientemente proximos para que suas duas moleculas de tRNA sejam forgadas 
a formarem pares de bases com codons adjacentes da molecula de mRNA. Essa caracte- 
ristica do ribossomo mantem a fase de leitura correta no mRNA. 

Uma vez que a sintese de proteinas tenha sido iniciada, cada novo aminoacido e 
adicionado a cadeia em crescimento em um ciclo de reagoes que segue quatro etapas 
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(D) 


Figura 6-62 Sftios de ligagao ao RNA nos ribossomos. Cada ribossomo possui um sitio de ligagao ao mRNA e tres sftios de ligagao ao tRNA: os sftios A, 
P e E (sigla para aminoacil-tRNA, peptidil-tRNA e safda [exit], respectivamente). (A) Um ribossomo bacteriano com a subunidade menor a frente ( verde-es- 
euro) e a subunidade maior atras ( verde-claro). Tanto os rRNAs quanto as protefnas ribossomicas estao ilustrados. Os tRNAs estao apresentados ligados aos 
sftios E ( vermelho), P ( taranja) e A ( amarelo ). Embora os tres sftios de ligagao de tRNA estejam ocupados neste exemplo, acredita-se que, durante o processo 
de sfntese proteica, nao mais do que dois desses sftios contenham moleculas de tRNA simultaneamente (ver Figura 6-64). (B) As subunidades ribossomicas 
maior e menor associadas como se o ribossomo em (A) fosse aberto como um livro. (C) 0 ribossomo em (A) foi girado 90°, sendo visto com a subunidade 
maior para cima e a subunidade menor para baixo. (D) Representagao esquematica de um ribossomo (na mesma orientagao que em [C], que sera utilizada 
nas figuras subsequentes. (A, B, e C, adaptados de M.M. Yusupov et al.. Science 292:883-896, 2001. Com permissao de AAAS; cortesia de Albion Baucom 
e Harry Noller.) 


principais: ligagao do tRNA (etapa 1), formagao da ligagao peptidica (etapa 2), translo¬ 
cagao da subunidade maior (etapa 3) e translocagao da subunidade menor (etapa 4). 
Como resultado das duas etapas de translocagao, o ribossomo completo move-se tres 
nucleotideos sobre o mRNA e e posicionado para o proximo ciclo. A Figura 6-64 ilustra 
esse processo de quatro etapas, a partir de um ponto em que tres aminoacidos ja foram 
ligados entre si e ha uma molecula de tRNA no sitio P do ribossomo, covalentemente 
ligada a extremidade C-terminal do pequeno polipeptideo. Na etapa 1, um tRNA carre- 
gando o proximo aminoacido da cadeia liga-se ao sitio A ribossomico, formando pares 
de bases com o codon do mRNA la posicionado. Dessa forma, o sitio P e o sitio A contem 
tRNAs adjacentes ligados. Na etapa 2, a extremidade carboxila da cadeia polipeptidica 
e liberada do tRNA no sitio P (pelo rompimento da ligagao de alta energia entre o tRNA 
e seu aminoacido) e e ligada ao grupo amino livre do aminoacido ligado ao tRNA no 
sitio A, formando uma nova ligagao peptidica. Essa reagao central da smtese de protei- 
nas e catalisada por uma peptidiltransferase contida na subunidade ribossomica maior. 
Na etapa 3, a subunidade maior se move em relagao ao mRNA que esta ligado a subuni¬ 
dade menor, o que interfere nas hastes aceptoras dos dois tRNAs que se encontram nos 
sitios E e P da subunidade maior. Na etapa 4, uma nova serie de alteragoes conforma- 
cionais move a subunidade menor e o mRNA a ela ligado exatamente tres nucleotideos, 
ejetando o tRNA ligado ao sitio E e reinicializando o ribossomo para que ele esteja pronto 
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para receber o proximo aminoacil-tRNA. A etapa 1 e, entao, repetida com a chegada de 
um novo aminoacil-tRNA, e assim por diante. 

Esse ciclo de quatro etapas e repetido cada vez que um aminoacido e adicionado 
a cadeia polipeptidica, e a cadeia cresce a partir de sua extremidade amino em diregao a 
extremidade carboxila. 

Os fatores de alongamento promovem a tradugao e aumentam a 
exatidao do processo 

O ciclo basico de extensao polipeptidica ilustrado resumidamente na Figura 6-64 tern 
uma caracteristica adicional que torna a tradugao especialmente eficiente e exata. Dois 
fatores de alongamento (fatores de extensao) entram e saem do ribossomo a cada ciclo, 
cada um hidrolisando GTP em GDP e induzindo modificagoes conformacionais no pro¬ 
cesso. Esses fatores sao denominados EF-Tu e EF-G em bacterias, e EF1 e EF2 em euca- 
riotos. Sob determinadas condigoes in vitro , os ribossomos podem ser forgados a realizar 
a smtese proteica sem a ajuda desses fatores de alongamento e de hidrolise de GTP, mas 
essa smtese e muito lenta, ineficiente e inexata. O acoplamento das alteragoes media- 
das pela hidrolise de GTP nos fatores de alongamento as transigoes entre os diferentes 
estados do ribossomo acelera bastante o processo. Os ciclos de associagao do fator de 
alongamento, de hidrolise de GTP e de dissociagao tambem garantem que todas essas 

Figura 6-64 Traduzindo uma molecula de mRNA. Cada aminoacido adicionado a 
extremidade em crescimento de uma cadeia polipeptidica e selecionado por complemen- 
taridade de bases entre o anticodon da molecula de tRNA a qual ele esta ligado, e o pro¬ 
ximo codon da cadeia de mRNA. Visto que somente um dos muitos tipos de moleculas 
de tRNA em uma celula pode formar pares de bases com um certo codon, o codon de- 
termina o aminoacido especffico a ser adicionado na cadeia polipeptidica em formagao. 

0 ciclo de quatro etapas aqui ilustrado e repetido muitas e muitas vezes durante a sfntese 
de uma proteina. Na etapa 1, uma molecula de aminoacil-tRNA se liga a um sftio A vazio, 
sobre o ribossomo. Na etapa 2, uma nova ligagao peptfdica e formada. Na etapa 3, a 
subunidade ribossomica maior sofre translocagao em relagao a subunidade menor, dei- 
xando os dois tRNAs em sftios hfbridos: P na subunidade maior e A na menor para um 
deles; E na subunidade maior e P na menor para o outro. Na etapa 4, a subunidade me¬ 
nor sofre translocagao carregando seu mRNA uma distancia de tres nucleotfdeos atraves 
do ribossomo. Isso "reinicializa" o ribossomo, deixando um sftio A completamente livre, 
pronto para que a proxima molecula de aminoacil-tRNA possa se ligar. Como indicado, o 
mRNA e traduzido no sentido 5' para 3', e a extremidade N-terminal de uma proteina e 
sintetizada primeiro. Cada ciclo adiciona um novo aminoacido a extremidade C-terminal 
da cadeia polipeptidica (Animagoes 6.7 e 6.8). 


Figura 6-63 O caminho do mRNA 
( azul) atraves da subunidade ribosso- 
mica menor. A orientagao e a mesma do 
painel direito da Figura 6-62B. (Cortesia de 
Harry F. Noller, baseada nos dados de G.Z. 
Yusupova etal., Cell 106:233-241, 2001. 
Com permissao de Elsevier.) 
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344 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 




CORREgAO 


Os tRNAs pareados 
de forma incorreta 
sofrem dissociagao 
preferencial 




Figura 6-65 Visao detalhada do ciclo de tradugao. 0 resumo da tradugao apresenta- 
do na Figura 6-64 foi expandido para mostrar a atuagao dos dois fatores de alongamento 
EF-Tu e EF-G, os quais mantem a tradugao no sentido correto. Como explicado no texto, 

EF-Tu fornece a possibilidade de corregao do pareamento codon-anticodon. Dessa forma, 
tRNAs pareados incorretamente sao seletivamente rejeitados, e a exatidao da tradugao e 
aumentada. A ligagao de uma molecula de EF-G ao ribossomo e a subsequente hidrolise 
de GTP levam a urn rearranjo da estrutura do ribossomo, movendo o mRNA que esta sen- 
do decodificado exatamente tres nucleotideos (Animagao 6.9). 

mudangas ocorram direcionadas "para frente” ajudando a tradugao a prosseguir de for¬ 
ma eficiente (Figura 6-65). 

Alem de promover a tradugao, EF-Tu aumenta a sua precisao. Como discutimos no 
Capitulo 3, EF-Tu pode simultaneamente ligar GTP e aminoacil-tRNAs (ver Figuras 3-72 
e 3-73), e e sob essa forma que a interagao codon-anticodon inicial ocorre no sitio A do 
ribossomo. Devido a variagao de energia livre associada a formagao de pares de bases, 
um pareamento codon-anticodon correto ficara mais firme do que uma interagao incor¬ 
reta. No entanto, essa diferenga na afinidade e relativamente modesta e nao pode, por si 
so, explicar a alta precisao da tradugao. 

Para aumentar a precisao dessa reagao de ligagao, o ribossomo e o EF-Tu traba- 
lham em conjunto das seguintes maneiras. Em primeiro lugar, o rRNA 16S na subunida- 
de menor do ribossomo avalia a “corregao” do pareamento codon-anticodon enrolando- 
-se em torno dele e realizando uma sondagem dos seus detalhes moleculares (Figura 
6-66). Quando um pareamento correto e encontrado, o rRNA fecha-se firmemente em 
torno do par codon-anticodon, provocando uma alteragao conformacional no ribosso¬ 
mo que induz a hidrolise do GTP pelo EF-Tu. O EF-Tu se desligara do aminoacil-tRNA 
apenas quando o GTP for hidrolisado e so entao permitira que ele seja utilizado na sinte- 
se de protemas. Pares incorretos de codon-anticodon nao sao capazes de provocar esta 
alteragao conformacional, e esses tRNAs incorretos tenderao a sair do ribossomo antes 
que possam ser utilizados na smtese de protemas. Os processos de revisao, no entanto, 
nao terminam aqui. 

Apos a hidrolise do GTP e dissociagao do EF-Tu do ribossomo, existe uma segunda 
oportunidade para que o ribossomo impega a adigao de um aminoacido incorreto na ca- 
deia em formagao. Existe um pequeno intervalo de tempo durante o qual o aminoacido 
carregado pelo tRNA e movido para sua posigao no ribossomo. Esse intervalo de tempo e 
menor para pareamentos codon-anticodon corretos quando comparado a pareamentos 
incorretos. Alem disso, tRNAs incorretamente pareados dissociam-se mais rapidamente 
do que tRNAs corretamente pareados, pois suas interagoes com os codons sao mais fra¬ 
cas. Assim, a maior parte das moleculas de tRNA ligadas incorretamente (e tambem um 
niimero significativo de moleculas ligadas corretamente) deixara o ribossomo sem que 
tenha sido utilizada na smtese de protemas. As duas etapas de revisao, agindo em serie, 
sao em grande parte responsaveis pela precisao de 99,99% do ribossomo no processo de 
tradugao do RNA em protema. 

Mesmo que o aminoacido errado escape das etapas de revisao que acabamos de 
descrever e seja incorporado na cadeia polipeptidica em crescimento, ha ainda uma 
oportunidade para o ribossomo detectar o erro e soluciona-lo, embora essa nao possa 
ser considerada uma revisao propriamente dita. Uma interagao codon-anticodon incor¬ 
reta no sitio P do ribossomo (que poderia ocorrer apos a incorporagao erronea) provoca 
um aumento da taxa de erros de leitura no sitio A. Ciclos sucessivos de erros de incor¬ 
poragao de aminoacidos eventualmente levam a terminagao prematura da protema por 
fatores de liberagao, os quais serao descritos a seguir. Normalmente, esses fatores de 
liberagao atuam quando a tradugao de uma protema esta completa; mas, nesse caso, 
eles agem mais cedo. Embora este mecanismo nao corrija o erro original, ele direciona a 
protema defeituosa para a degradagao, assegurando-se que o processo de smtese nao ira 
continuar para essa protema. 

Diversos processos biologicos superam as limitagoes inerentes ao 
pareamento de bases complementares 

Vimos neste e no capitulo anterior que a replicagao do DNA, o reparo, a transcrigao e a 
tradugao se amparam no pareamento de bases complementares - G com C, e A com T 
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Figura 6-66 Reconhecimento do pareamento codon-anticodon correto pelo 
rRNA da subunidade menor do ribossomo. Aqui e mostrada a interagao entre um 
nucleotideo do rRNA da subunidade menor e o primeiro par de nucleotideos de um 
codon-anticodon corretamente pareado. Interagoes semelhantes sao formadas entre 
outros nucleotideos do rRNA e a segunda e terceira posigoes do par codon-anticodon. 

0 rRNA da subunidade menor pode formar essa rede de ligagoes de hidrogenio somente 
quando um anticodon estiver adequadamente pareado a um codon. Como explicado no 
texto, esse monitoramento codon-anticodon pelo rRNA da subunidade menor aumenta 
a exatidao da sfntese proteica. (De J.M. Ogle et al., Science 292:897-902, 2001. Com 
permissao de AAAS.) 

Anticodon Codon 

(ou U). No entanto, se apenas a diferenga nas ligagoes de hidrogenio for considerada, 1 - 

em termos de afinidade, um pareamento correto diferiria de um incorreto por um fator 
somente de 10 a 100 vezes. No entanto, esses processos possuem uma precisao muito 
maior do que a explicada por essa diferenga. Embora os mecanismos utilizados para "ex- 
trair” especificidade adicional do pareamento de bases complementares sejam distintos 
de um processo para outro, dois principios exemplificados pelo ribossomo parecem ser 
gerais. 

O primeiro e o encaixe induzido. Vimos que, antes de um aminoacido ser adicio- 
nado a uma cadeia polipeptidica em crescimento, o ribossomo se enovela em torno da in¬ 
teragao codon-anticodon e apenas quando o pareamento esta correto este enovelamento 
e interrompido e a reagao pode prosseguir. Assim, a interagao codon-anticodon e verifi- 
cada duas vezes, a primeira pelo pareamento de bases complementares e uma segunda 
pelo enovelamento do ribossomo, que depende da exatidao do pareamento. Esse mesmo 
prindpio de encaixe induzido e visto na transcrigao pela RNA-polimerase; nesse caso, um 
nucleosideo trifosfato forma inicialmente um par de bases com o molde; nesse ponto, 
a enzima se enovela em torno do par de bases (avaliando assim a sua corregao) e, ao 
faze-lo, gera o sitio ativo da enzima. A enzima pode, entao, adicionar covalentemente o 
nucleotideo a cadeia em crescimento. Devido a uma geometria “errada” pares de bases 
incorretos bloqueiam este encaixe induzido, e sao, portanto, suscetiveis de dissociagao 
antes de serem incorporados a cadeia em crescimento. 

Um segundo principio usado para aumentar a especificidade do pareamento de 
bases complementares e a chamada corregao cinetica. Vimos que apos o pareamento 
inicial codon-anticodon e a alteragao conformacional do ribossomo, o GTP e hidroli- 
sado. Isso cria uma etapa irreversivel e marca o inicio do intervalo de tempo durante o 
qual a aminoacil-tRNA se move para a posigao apropriada para a catalise. Durante esse 
intervalo, os pares de codon-anticodon incorretos, que de alguma forma escaparam ao 
escrutinio do encaixe induzido, apresentam uma maior probabilidade de se dissociar 
do que os pares corretos. Ha duas razoes para isso: (1) a interagao do tRNA errado com 
o codon e mais fraca, e (2) o intervalo e mais longo para os pareamentos incorretos do 
que para os corretos. 

Na sua forma mais geral, a corregao cinetica refere-se a um intervalo de tempo 
que e iniciado com uma etapa irreversivel, como a hidrolise de GTP ou ATP, durante o 
qual um substrato incorreto apresenta maior probabilidade de dissociar-se do que um 
substrato correto. Nesse caso, a revisao cinetica coloca a especificidade do pareamento 
de bases complementares em um patamar acima do que e possivel unicamente devido a 
simples associagoes termodinamicas. O aumento da especificidade produzido pela cor¬ 
regao cinetica tern um custo energetico, representado pela hidrolise de ATP ou de GTP. 

Acredita-se que a corregao cinetica atue em muitos processos biologicos, mas seu papel 
esta particularmente bem compreendido na tradugao. 

A exatidao na tradugao requer um gasto de energia livre 

A tradugao pelo ribossomo deve chegar a um balango entre os limites que opoem exa¬ 
tidao e velocidade. Vimos, por exemplo, que a exatidao da tradugao (1 erro a cada 10 4 
aminoacidos sintetizados) requer um intervalo a cada novo aminoacido adicionado a 
cadeia polipeptidica em crescimento, resultando em uma velocidade geral de tradugao 
de 20 aminoacidos incorporados por segundo em bacterias. Os mutantes bacterianos 
que possuem uma alteragao especifica em suas subunidades ribossomicas menores 
apresentam intervalos maiores e traduzem o mRNA em proteina com uma exatidao con- 
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Figura 6-67 Estrutura dos rRNAs na 
subunidade maior de um ribossomo 
bacteriano, como determinado por 
cristalografia de raios X. (A) Conforma- 
goes tridimensionais dos rRNAs (5S e 23S) 
da subunidade maior, como eles aparecem 
no ribossomo. Uma das subunidades 
proteicas do ribossomo (LI) tambem e 
mostrada como um ponto de referenda, ja 
que forma uma projegao caracteristica no 
ribossomo. (B) Diagrama esquematico da 
estrutura secundaria do rRNA 23S, mos- 
trando a extensiva rede de pareamento 
de bases. A estrutura foi dividida em seis 
"domfnios" estruturais cujas cores corres- 
pondem aquelas da estrutura tridimen¬ 
sional em (A). 0 diagrama da estrutura 
secundaria esta bastante esquematizado 
para representar o maximo possfvel da es¬ 
trutura em duas dimensoes. Para isso, va- 
rias descontinuidades foram introduzidas 
na cadeia do RNA, embora, na realidade, o 
RNA 23S seja uma molecula unica de RNA. 
Por exemplo, a base do Domfnio III e con- 
tfgua a base do Domfnio IV, mesmo que 
no diagrama exista um espagamento entre 
elas. (Adaptada de N. Ban et al., Science 
289:905-920, 2000. Com permissao de 
A A AS.) 


sideravelmente mais alta do que essa; entretanto a smtese de protemas e tao lenta nesses 
mutantes que as bacterias sobrevivem com certa dificuldade. 

Vimos tambem que, para atingir a exatidao observada da smtese de protemas, e 
necessario um grande gasto de energia livre; isso e esperado, visto que, como discutido no 
Capitulo 2, um prego deve ser pago para qualquer incremento na organizagao de uma ce- 
lula. Na maioria das celulas, a smtese de protemas consome mais energia do que qualquer 
outro processo de biossmtese. Pelo menos quatro ligagoes fosfato altamente energeticas 
sao rompidas para produzir cada nova ligagao peptidica: duas sao consumidas ao se car- 
regar uma molecula de tRNA com um aminoacido (ver Figura 6-54), e outras duas direcio- 
nam etapas no ciclo de reagoes que ocorre no ribossomo, durante a smtese de protemas 
propriamente dita (ver Figura 6-65). Alem disso, e consumida energia extra cada vez que 
uma ligagao incorreta de aminoacido e hidrolisada por uma tRNA-sintetase (ver Figura 
6-57) e cada vez que um tRNA incorreto entra no ribossomo, provoca hidrolise de GTP e 
e rejeitado (ver Figura 6-65). Para ser eficiente, qualquer mecanismo de controle tambem 
deve remover uma fragao consideravel de interagoes corretas; por essa razao, o sistema de 
corregao tern um custo energetico ainda maior do que inicialmente se imaginaria. 

O ribossomo e uma ribozima 

O ribossomo e um grande complexo composto por dois tergos de RNA e por um ter- 
go de protema. A determinagao, no ano 2000, da estrutura tridimensional completa de 
suas subunidades maior e menor e um dos principais triunfos da biologia estrutural 
moderna. A estrutura confirma evidencias anteriores de que os rRNAs - e nao as pro¬ 
temas - sao os responsaveis pela estrutura geral do ribossomo, por sua capacidade de 
posicionar tRNAs sobre o mRNA e por sua atividade catalitica de formagao de ligagoes 
peptidicas covalentes. Os rRNAs sao enovelados em estruturas tridimensionais precisas 
altamente densas que formam o cerne compacto do ribossomo e determinam sua for¬ 
ma geral (Figura 6-67). 

Contrastando com o posicionamento central dos rRNAs, as protemas ribossomicas 
geralmente estao localizadas na superficie do complexo e preenchem frestas e ranhu- 
ras da estrutura enovelada do RNA (Figura 6-68). Algumas dessas protemas estendem 
projegoes de cadeia polipeptidica, as quais penetram, mesmo que superficialmente, em 
buracos da estrutura do cerne de RNA (Figura 6-69). A fungao principal das protemas 
ribossomicas parece ser a de estabilizar o cerne de RNA, ao mesmo tempo permitindo 
as mudangas na conformagao do rRNA necessarias para que ele catalise de maneira efi¬ 
ciente a smtese proteica. As protemas tambem auxiliam a associagao inicial dos rRNAs 
que constituirao o cerne do ribossomo. 
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Nao apenas os sitios de ligagao de tRNA A, P e E sao formados principalmente por 
rRNAs, como o sitio catalitico para a formagao da ligagao peptidica e formado por RNA, 
estando o aminoacido mais proximo a mais de 1,8 nm de distancia. Essa descoberta trou- 
xe muita surpresa aos biologos, pois, diferentemente das protemas, o RNA nao contem 
grupos funcionais facilmente ionizaveis que possam ser utilizados para a catalise de rea¬ 
ches sofisticadas como a formagao de uma ligagao peptidica. Alem disso, ions metalicos, 
que com frequencia sao utilizados por moleculas de RNA para catalisar reagoes quimicas 
(como sera posteriormente discutido neste capitulo), nao sao observados nos sitios ativos 
do ribossomo. Em contraste, acredita-se que o rRNA 23S forme uma fenda extremamente 
estruturada que, atraves de uma rede de ligagoes de hidrogenio, seja capaz de orientar 
de forma precisa os dois reagentes (a cadeia peptidica em formagao e o aminoacil-tRNA) 
e promover a sua ligagao covalente. Uma surpresa adicional veio da descoberta de que 
o tRNA no sitio P contribui com um grupo OH importante para o sitio ativo e participa 
diretamente na catalise. Esse mecanismo parece assegurar que a catalise ocorra apenas 
quando o tRNA do sitio P estiver adequadamente posicionado no ribossomo. 

As moleculas de RNA que possuem atividade catalitica sao conhecidas como ribo- 
zimas. Vimos anteriormente neste capitulo, que algumas ribozimas atuam em reagoes de 
auto -splicing. Na segao final deste capitulo, consideraremos o potencial significado que 
teve a capacidade das moleculas de RNA em funcionarem como catalisadores para a evolu- 
gao inicial das celulas vivas. Aqui vamos apenas salientar que existem boas razoes para sus- 
peitar que moleculas de RNA, em vez de protemas, tenham servido como os primeiros ca¬ 
talisadores em celulas vivas. Se tiver sido assim, o ribossomo, com seu cerne de RNA, pode 
ser considerado uma reliquia de um tempo ancestral da historia da vida - quando a sintese 
de proteina evoluiu em celulas que eram mantidas quase que inteiramente por ribozimas. 

As sequences nucleotidicas no mRNA sinalizam onde iniciar a 
sintese proteica 

A iniciagao e a terminagao da tradugao compartilham caracteristicas com o ciclo de ex- 
tensao da tradugao, descrito anteriormente. O sitio em que a sintese de proteina inicia 
no mRNA e especialmente importante, uma vez que ele define a fase de leitura de toda 
a mensagem. Um erro de um nucleotideo para mais ou para menos, nesse estagio, fara 
todos os codons subsequentes na mensagem serem lidos de maneira errada, de tal forma 
que uma proteina nao funcional, com uma sequencia distorcida de aminoacidos, sera 
produzida. A etapa de iniciagao tambem e importante porque para a maioria dos genes 
e o ultimo momento no qual a celula pode decidir se o mRNA devera ser traduzido para 
produzir uma proteina. A velocidade dessa etapa e, portanto, um determinante da velo- 
cidade em que uma proteina em particular sera sintetizada. Veremos no Capitulo 7 como 
ocorre a regulagao dessa etapa. 

A tradugao de um mRNA tern inicio com um codon AUG, e um tRNA especial e 
necessario para iniciar essa tradugao. Esse tRNA iniciador sempre carrega o aminoacido 
metionina (nas bacterias, uma forma modificada de metionina e utilizada: a formilmetio- 
nina), portanto todas as protemas recem-formadas possuem metionina como o primeiro 
aminoacido de sua extremidade N-terminal, a extremidade da proteina que e sintetiza¬ 
da primeiro. (Apos, essa metionina geralmente e removida por uma protease especifica.) 
O tRNA iniciador e especialmente reconhecido pelos fatores de iniciagao, pois tern uma 
sequencia nucleotidica distinta do tRNA que normalmente carrega a metionina. 

Nos eucariotos, o complexo tRNA iniciador-metionina (Met-tRNAi) e inicialmente 
depositado sobre a subunidade ribossomica menor, juntamente com protemas adicionais 
denominadas fatores de iniciagao eucarioticos (elFs, eucaryotic initiation factors). De to- 
dos os aminoacil-tRNAs na celula, apenas o tRNA iniciador carregado com metionina e ca¬ 
paz de estabelecer uma ligagao de alta afinidade com a subunidade menor do ribossomo 
sem que o ribossomo completo esteja presente, e ao contrario dos outros tRNAs, ele se liga 
diretamente ao sitio P (Figura 6-70). A seguir, a subunidade menor do ribossomo se liga a 
extremidade 5 1 de uma molecula de mRNA, que e reconhecida em virtude de seu quepe 
(ou capa) 5' que se ligou previamente a dois fatores de iniciagao, eIF4E e eIF4G (ver Figura 
6-38). A subunidade ribossomica menor entao, move-se para frente (de 5' para 3') ao longo 
do mRNA, a procura do primeiro AUG; fatores de iniciagao adicionais que atuam como he- 



Figura 6-68 Localizagao dos componen- 
tes proteicos da subunidade ribossomica 
maior bacteriana. Os rRNAs (5S e 23S) estao 
ilustrados em azul, e as proteinas da subuni¬ 
dade maior, em verde. Esta e a vista da porgao 
exterior do ribossomo; a interface com a su¬ 
bunidade menor encontra-se na face oposta. 
(Codigo PDB: 1FFK.) 



Figura 6-69 Estrutura da proteina LI 5 
na subunidade maior do ribossomo 
bacteriano. 0 domfnio globular da pro¬ 
teina repousa na superficie do ribossomo, 
e uma extensao penetra profundamente 
a regiao central de RNA do ribossomo. 

A proteina LI 5 e mostrada em verde, e 
uma porgao da regiao central de rRNA 
esta apresentada em azul. (De D. Klein, 
P.B. Moore e T.A. Steitz, J. Mol. Biol. 
340:141-177, 2004. Com permissao de 
Academic Press. Codigo PDB: 1S72.) 
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Figura 6-70 Iniciagao da smtese de protefnas em eucariotos. Somente tres dos muitos fatores de inicia¬ 
gao de tradugao necessarios para esse processo estao ilustrados. Uma iniciagao de tradugao eficiente necessita 
tambem que a cauda de poli-A do mRNA esteja ligada a protefnas de ligagao a poli-A, as quais, por sua vez, 
interagem com o elF4G (ver Figura 6-38). Dessa maneira, o aparato de tradugao se certifica de que ambas as 
extremidades do mRNA estao intactas antes da iniciagao da sfntese proteica. Embora somente urn evento de 
hidrolise de GTP esteja mostrado na figura, sabe-se que urn segundo evento ocorre exatamente antes da jungao 
das subunidades ribossomicas maior e menor. Nas duas ultimas etapas mostradas na figura, o ribossomo ja en- 
trou no ciclo-padrao de alongamento representado na Figura 6-64. 
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licases movidas por ATP facilitam esse movimento. Em 90% dos mRNAs, a tradugao inicia 
no primeiro AUG encontrado pela subunidade menor. Nesse ponto, os fatores de iniciagao 
dissociam-se, permitindo que a subunidade ribossomica maior se associe ao complexo e 
complete o ribossomo. O tRNA iniciador permanence no sftio P, deixando o sftio A disponf- 
vel. A smtese de protema esta, portanto, pronta para iniciar (ver Figura 6-70). 

Os nucleotideos que se encontram imediatamente ao redor do sitio de iniciagao 
dos mRNAs eucarioticos influenciam a eficiencia do reconhecimento de AUG durante o 
processo de varredura descrito anteriormente. Se esse sitio de reconhecimento e muito 
diferente da sequencia de reconhecimento consenso (5'-ACCAUGG-3'), as subunida¬ 
des ribossomicas de varredura irao, algumas vezes, ignorar o primeiro codon AUG no 
mRNA e saltarao para o segundo ou o terceiro codon AUG. As celulas frequentemente 
utilizam esse fenomeno, conhecido como “escape de verificagao” para produzir, a partir 
de uma unica molecula de mRNA, duas ou mais protefnas que se diferenciam em suas 
extremidades N-terminais. O mecanismo permite que alguns genes produzam a mesma 
protema com e sem uma sequencia-sinal ligada ao seu N-terminal, por exemplo, de tal 
modo que a protema e direcionada para dois compartimentos diferentes na celula. 

O mecanismo de selegao do codon de iniciagao nas bacterias e diferente. Os mRNAs 
das bacterias nao possuem quepe 5' para indicar ao ribossomo onde iniciar a procura pelo 
infcio da tradugao. Em vez disso, cada mRNA bacteriano contem um sitio especffico de 
ligagao ao ribossomo (denominado sequencia Shine-Dalgarno, em homenagem a seus 
descobridores), o qual esta localizado uns poucos nucleotideos a montante do AUG em 
que a tradugao deve iniciar. Essa sequencia nucleotfdica, com o consenso 5'-AGGAGGU-3,' 
forma pares de bases com o rRNA 16S da subunidade ribossomica menor para posicionar 
o codon de iniciagao AUG no ribossomo. Um grupo de fatores de iniciagao da tradugao 
orquestra essa interagao e a subsequente associagao da subunidade ribossomica maior 
para completar o ribossomo. 

Diferentemente de um ribossomo eucariotico, um ribossomo bacteriano pode fa- 
cilmente ligar-se diretamente a um codon de iniciagao que esteja no interior de uma 
molecula de mRNA, desde que um sitio de ligagao ribossomica o preceda por diversos 
nucleotideos. Como resultado, os mRNAs bacterianos frequentemente sao policistroni- 
cos - ou seja, codificam varias protefnas diferentes, todas traduzidas a partir de uma mes¬ 
ma molecula de mRNA (Figura 6-71). Em contraste, um mRNA eucariotico geralmente 
codifica apenas uma protema ou, mais precisamente, um unico conjunto de protefnas 
relacionadas. 

Os codons de terminagao marcam o final da tradugao 

O final da mensagem codificadora de uma protema e sinalizado pela presenga de um de 
tres codons de terminagao (UAA, UAG ou UGA) (ver Figura 6-48). Eles nao sao reconhe- 
cidos por um tRNA e nao determinam um aminoacido; em vez disso, sinalizam para o 
ribossomo o final da tradugao. As protefnas conhecidas como fatores de liberagao ligam- 
-se a qualquer ribossomo que possua um codon de terminagao posicionado no sftio A, 
e esta ligagao forga a peptidiltransferase no ribossomo a catalisar a adigao de uma mo¬ 
lecula de agua em vez de um aminoacido no peptidil-tRNA (Figura 6-72). Essa reagao 
libera a extremidade carboxila da cadeia polipeptfdica em crescimento de sua conexao 
a uma molecula de tRNA. Tendo em vista que normalmente apenas essa conexao man- 
tem o polipeptfdeo em crescimento unido ao ribossomo, a cadeia de protema finaliza- 
da e imediatamente liberada no citoplasma. O ribossomo entao libera sua molecula de 
mRNA e dissocia suas subunidades maior e menor. Entao, essas subunidades podem se 
associar sobre a mesma ou sobre outra molecula de mRNA para comegar um novo ciclo 
de smtese proteica. 
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Figura 6-71 Estrutura de uma molecula tipica de mRNA bacteriano. Diferentemente dos ribossomos de 
eucariotos, que normalmente requerem uma extremidade 5' capeada no mRNA, os ribossomos procarioticos ini- 
ciam a tradugao em sitios de ligagao ao ribossomo (sequences de Shine-Dalgarno) que podem estar localizados 
em qualquer lugar ao longo de uma molecula de mRNA. Essa propriedade dos seus ribossomos permite que as 
bacterias sintetizem mais de urn tipo de proteina a partir de uma unica molecula de mRNA. 

Durante a tradugao, o polipeptideo em formagao se move atraves de um grande tu- 
nel preenchido com agua (com aproximadamente 10 nm x 1 ; 5 nm) na subunidade maior 
do ribossomo. As paredes desse tunel, compostas principalmente por rRNA 23S, sao um 
mosaico de minusculas superficies hidrofobicas embebidas em uma superficie hidrofili- 
ca mais extensiva. Essa estrutura, por nao ser complementar a qualquer estrutura pepti- 
dica, fornece uma camada em “teflon” pela qual uma cadeia polipeptidica pode deslizar 
facilmente. As dimensoes desse tunel sugerem que as proteinas em formagao estao am- 
plamente desestruturadas enquanto atravessam o ribossomo, apesar de algumas regioes 
a-helice de proteina poderem se formar antes da saida do tunel ribossomico. Conforme 
sai do ribossomo, uma proteina recem-sintetizada deve se enovelar adquirindo uma es¬ 
trutura tridimensional adequada util a celula. Mais tarde, neste capitulo, discutiremos 
como este enovelamento acontece. Antes, no entanto, descreveremos diversos aspectos 
adicionais do processo de tradugao propriamente dito. 

As proteinas sao produzidas nos polirribossomos 

A smtese da maioria das moleculas de proteina leva entre 20 segundos e alguns minutos. Po- 
rem, mesmo durante esse periodo bastante curto, e comum ocorrerem iniciagoes multiplas 
sobre cada molecula de mRNA que esta sendo traduzida. Assim que um primeiro ribossomo 
tenha traduzido o suficiente da sequencia nucleotidica para mover-se, a extremidade 5 ; da 
molecula de mRNA e capturada por um novo ribossomo. As moleculas de mRNA que es¬ 
tao sendo traduzidas sao, consequentemente e de modo geral, encontradas sob a forma de 
polirribossomos (tambem conhecidos como polissomos), grandes arranjos citoplasmaticos 
compostos por varios ribossomos separados por cerca de 80 nucleotideos sobre uma unica 
molecula de mRNA (Figura 6-73). Essas iniciagoes multiplas permitem que a celula pro- 
duza muito mais moleculas de proteina em um determinado espago de tempo do que seria 
possivel se cada proteina tivesse que completar o processo antes que a proxima o iniciasse. 

Tanto as bacterias quanto os eucariotos utilizam polissomos, e ambos empregam es- 
trategias adicionais para acelerar a taxa de smtese proteica. Tendo em vista que o mRNA 
bacteriano nao necessita de processamento e que ele esta acessivel aos ribossomos simul- 
taneamente a sua produgao, os ribossomos podem ligar-se a extremidade livre de uma 
molecula de mRNA bacteriano e iniciar sua tradugao antes mesmo que a transcrigao des¬ 
se RNA esteja finalizada, seguindo bastante proximos da RNA-polimerase conforme ela se 
move sobre o DNA. Em eucariotos, como vimos, as extremidades 5' e 3' do mRNA interagem 
(ver Figura 6-73A); portanto, assim que um ribossomo se dissocia, suas duas subunidades 
estao em uma posigao otima para reiniciar a tradugao sobre a mesma molecula de mRNA. 

Existem pequenas variagoes no codigo genetico padrao 

Como discutimos no Capitulo 1, o codigo genetico (apresentado na Figura 6-48) aplica-se 
a todos os tres principais ramos da vida, proporcionando uma evidencia importante quan¬ 
to a ancestralidade comum de todos os seres vivos na Terra. Embora sejam raras, existem 
excegoes a esse codigo. Por exemplo, Candida albicans , o fungo patogenico mais preva- 
lente em humanos, traduz o codigo CUG como serina, enquanto praticamente todos os 
outros organismos o traduzem como leucina. As mitocondrias (que possuem seu proprio 
genoma e codificam a maior parte de seu aparato de tradugao) tambem apresentam va- 
rias diferengas quando comparadas ao codigo-padrao. Por exemplo, em mitocondrias de 
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Figura 6-72 Fase final da sintese de protei¬ 
nas. A ligagao de um fator de liberagao ao sitio 
A que contem o codon de parada (codon stop) 
finaliza a tradugao. 0 polipeptideo completo e 
liberado e, apos uma serie de reagoes que re¬ 
querem proteinas adicionais e hidrolise de GTP 
(nao ilustradas), o ribossomo se dissocia em 
suas duas subunidades. 
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Figura 6-73 Um polirribossomo. 

(A) Representagao esquematica mostrando 
como uma serie de ribossomos pode tra- 
duzir simultaneamente a mesma molecula 
de mRNA eucariotico. (B) Fotomicrografia 
eletronica de um polirribossomo de uma 
celula eucariotica (Animagao 6.10). 

(B, cortesia de John Heuser.) 
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mamiferos, AUA e traduzido como metionina, enquanto, no citosol da celula, esse codon e 
traduzido como isoleucina (ver Tabela 14-3, p. 805). Esse tipo de diferenga no codigo gene- 
tico e “fixado no programa” dos organismos ou das organelas em que ocorre. 

Um tipo diferente de variagao, as vezes denominada recodificagao de tradugao, ocorre 
em muitas celulas. Nesse caso, outras informagoes nas sequencias nucleotidicas presentes 
em um mRNA podem modificar o significado do codigo genetico em uma regiao determina- 
da de uma molecula de mRNA. O codigo-padrao permite que as celulas produzam protemas 
usando apenas 20 aminoacidos. Entretanto, as bacterias, as arqueobacterias e os eucariotos 
tern um vigesimo primeiro aminoacido dispomvel para ser usado, o qual pode ser incorpo- 
rado diretamente em uma cadeia polipeptidica em formagao, por meio de recodificagao de 
tradugao. A selenocistema, essencial para o funcionamento eficiente de diversas enzimas, 
contem um atomo de selenio no lugar do atomo de enxofre da cisteina. A selenocistema e 
produzida enzimaticamente a partir de uma serina ligada a uma molecula de tRNA especial 
que forma pares de bases com o codon UGA, um codon normalmente utilizado para sinali- 
zar o final da tradugao. Os mRNAs para as protemas nas quais a selenocistema deve ser inse- 
rida em um codon UGA possuem uma sequencia adicional de nucleotideos na proximidade 
do local de insergao, que desencadeia o evento de recodificagao (Figura 6-74). 
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Figura 6-74 Incorporagao de selenocistema em uma cadeia polipeptidica em crescimento. Um tRNA especializado e carregado com serina pela seril- 
-tRNA-sintetase normal, e a serina e entao enzimaticamente convertida em selenocistema. Uma estrutura especffica de RNA no mRNA (uma estrutura de haste 
e alga com uma sequencia nucleotidica especffica) sinaliza que a selenocistema deve ser inserida no codon UGA adjacente. Como indicado, esse evento requer 
a participagao de um fator de tradugao especifico para a selenocistema. Apos a adigao de selenocistema, a tradugao continua ate que um codon de terminagao 
convencional seja encontrado. 
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Inibidores da sfntese de protefnas em procariotos sao uteis como 
antibioticos 

Muitos dos mais eficientes antibioticos utilizados na medicina moderna sao compostos 
produzidos por fungos que inibem a smtese de proteina bacteriana. Os fungos e as bacte- 
rias competem por varios nichos ambientais semelhantes e milhoes de anos de coevolu- 
gao resultaram nos potentes inibidores bacterianos desenvolvidos pelos fungos. Alguns 
desses farmacos exploram as diferengas estruturais e funcionais entre os ribossomos 
bacterianos e eucarioticos de forma a interferir preferencialmente no funcionamento 
dos ribossomos bacterianos. Consequentemente, alguns desses compostos podem ser 
ingeridos em altas doses por seres humanos sem que ocorra uma toxicidade indeseja- 
da. Muitos antibioticos se alojam em fendas dos rRNAs e simplesmente interferem no 
bom funcionamento do ribossomo; outros bloqueiam porgoes especificas do ribosso¬ 
mo, como o canal de saida (Figura 6-75). A Tabela 6-4 lista alguns desses antibioticos 
comuns alem de varios outros inibidores da smtese proteica, alguns dos quais capazes 
de atuar em celulas eucarioticas e que, portanto, nao podem ser utilizados como anti¬ 
bioticos. 

Devido ao fato de bloquearem etapas especificas nos processos que levam do DNA 
a proteina, muitos dos compostos listados na Tabela 6-4 sao utilizados para estudos de 
biologia celular. Entre os farmacos mais comumente utilizados em tais investigagoes es¬ 
tao o cloranfenicol, a ciclo-hexamida e a puromicina, todos inibidores especificos da sm¬ 
tese proteica. Em uma celula eucariotica, por exemplo, o cloranfenicol inibe a smtese de 
proteina nos ribossomos somente na mitocondria (e, nas plantas, nos cloroplastos), pro- 
vavelmente refletindo as origens procarioticas dessas organelas (discutido no Capitulo 
14). A ciclo-hexamida, ao contrario, afeta somente ribossomos no citosol. A puromicina 
apresenta um detalhe interessante, pois e estruturalmente analoga a uma molecula de 
tRNA ligada a um aminoacido, sendo, consequentemente, outro exemplo de mimetis- 
mo molecular; o ribossomo reconhece erroneamente esse composto como se fosse um 
aminoacido autentico e incorpora-o covalentemente na extremidade C-terminal de uma 
cadeia peptidica em crescimento, provocando, dessa forma, a terminagao prematura e a 
liberagao do polipeptideo. Como esperado, a puromicina inibe a smtese proteica tanto 
em procariotos quanto em eucariotos. 

Mecanismos de controle de qualidade impedem a tradugao de 
mRNAs danificados 


Figura 6-75 Sitios de ligagao para anti¬ 
bioticos em ribossomos bacterianos. 

As subunidades menor (a esquerda) e 
maior (a direita) do ribossomo estao dis- 
postas como se o ribossomo fosse aberto 
como um livro. Os sitios de ligagao de 
antibioticos estao marcados com esferas 
coloridas, e as moleculas de tRNA ligadas 
sao mostradas em roxo (ver Figura 6-62). 

A maioria dos antibioticos mostrados liga- 
-se diretamente a fendas formadas pelas 
moleculas do rRNA. A higromicina B induz 
erros de tradugao, a espectinomicina 
bloqueia a translocagao do peptidil-tRNA 
do sitio A para o sitio Rea estreptogra- 
mina B impede a extensao de peptideos 
nascentes. A Tabela 6-4 lista os mecanis¬ 
mos de inibigao dos outros antibioticos 
mostrados na figura. (Adaptada de J. 
Poehlsgaard e S. Douthwaite, Nat Rev. Mi- 
crobiol. 3:870-881,2005. Com permissao 
de Macmillan Publishers Ltd.) 


Em eucariotos, a produgao de mRNA envolve a transcrigao e uma serie de etapas elabo- 
radas de processamento do RNA; como ja vimos, esse processamento ocorre no nucleo, 
segregado dos ribossomos, e apenas quando concluido os mRNAs sao transportados 
para o citoplasma para serem traduzidos (ver Figura 6-38). No entanto, esse esquema 
nao e a prova de erros e alguns mRNAs processados de forma incorreta sao inadvertida- 
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Inibidores de sintese proteica ou de RNA 
Inibidor Efeito especifico 


Com agao somente em bacterias 


Tetraciclina 

Bloqueia a ligagao do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo. 

Estreptomicina 

Evita a transigao da iniciagao da tradugao para a extensao de cadeia, podendo tambem causar 
erros de decodificagao. 

Cloranfenicol 

Bloqueia a reagao da peptidiltransferase nos ribossomos (etapa 2 na Figura 6-64). 

Eritromicina 

Liga-se no canal de saida do ribossomo e, dessa forma, inibe a extensao da cadeia peptidica. 

Rifampicina 

Bloqueia a iniciagao das cadeias de RNA por meio da ligagao h RNA-polimerase (evita a sintese de 
RNA). 


Com agao em bacterias e em eucariotos 


Puromicina 

Causa a liberagao prematura das cadeias polipeptfdicas em formagao por meio de sua adigao a 
extremidade da cadeia em crescimento. 

Actinomicina D 

Liga-se ao DNA e bloqueia o movimento da RNA-polimerase (evita a sintese de RNA). 


Com agao em eucariotos, mas nao em bacterias 


Ciclo-hexamida 

Bloqueia a reagao de translocagao nos ribossomos (etapa 3 na Figura 6-64). 

Anisomicina 

Bloqueia a reagao da peptidiltransferase nos ribossomos (etapa 2 na Figura 6-64). 

a-amanitina 

Bloqueia a sintese de mRNA por meio de sua ligagao preferencial a RNA-polimerase II. 


Os ribossomos de mitocondrias (e de cloroplastos) de eucariotos com frequencia assemelham-se aos ribossomos de bacterias no que concerne a sua sensibilida- 
de a inibidores. Portanto, alguns desses antibioticos podem ter um efeito deleterio sobre as mitocondrias de humanos. 



mente transferidos para o citosol. Alem disso, uma molecula de mRNA que estava intacta 
ao deixar o nucleo pode ser quebrada ou sofrer alguma outra alteragao no citosol. 0 pe- 
rigo da tradugao de um mRNA lesado ou processado de forma incompleta (que levaria a 
produgao de protemas truncadas ou aberrantes) e aparentemente tao grande que a celu- 
la possui varias medidas de controle para evitar esse tipo de acontecimento. Para evitar 
a tradugao de moleculas quebradas de mRNA, por exemplo, tanto o quepe 5' quanto a 
cauda de poli-A sao reconhecidos pelo aparato de iniciagao da tradugao antes de seu 
imcio (ver Figura 6-70). 

0 mais poderoso sistema de vigilancia do mRNA, chamado de decaimento do 
mRNA mediado por ausencia de sentido, elimina os mRNAs defeituosos antes que eles 
se afastem do nucleo. Esse mecanismo e acionado quando a celula identifica que uma 
molecula de mRNA apresenta um codon sem sentido (de terminagao) (UAA, UAG ou 
UGA) em um local “errado” Essa situagao podera ocorrer em uma molecula de mRNA 
que sofreu splicing indevido, pois o splicing inadequado geralmente resultara na intro- 
dugao aleatoria de um codon sem sentido na fase de leitura do mRNA, especialmente em 
organismos, como os seres humanos, que tern mtrons com um tamanho medio grande 
(ver Figura 6-31B). 

0 mecanismo de decaimento do mRNA mediado por ausencia de sentido comega 
quando uma molecula de mRNA esta sendo transportada do nucleo para o citoplasma. 
Conforme sua extremidade 5' emerge de um poro nuclear, ha o encontro do mRNA com 
um ribossomo e o imcio da tradugao. Conforme a tradugao prossegue, os complexos de 
jungao de exons (EJCs) que estao ligados ao mRNA em cada sitio de splicing sao desloca- 
dos pelo ribossomo em movimento. 0 codon de parada normal se situa internamente ao 
ultimo exon, por isso, quando o ribossomo alcanga-lo e nele ficar retido, nao havera mais 
EJCs ligados ao mRNA. Nesse caso, o mRNA tera “passado a inspegao” e sera liberado no 
citosol onde podera ser traduzido em quantidade (Figura 6-76). No entanto, se o ribosso¬ 
mo atingir um codon de parada precocemente, quando EJCs ainda permanecem ligados, 
a molecula de mRNA sera rapidamente degradada. Assim, o primeiro ciclo de tradugao 
permite que a celula teste cada molecula de mRNA no momento em que ela sai do nucleo. 

0 decaimento mediado por ausencia de sentido pode ter sido especialmente im- 
portante na evolugao, permitindo que celulas eucarioticas explorassem mais facilmen- 
te novos genes formados por rearranjo de DNA, mutagoes ou padroes alternatives de 
splicing, e selecionasse para a tradugao apenas aqueles mRNAs que produzissem uma 
protema completa. 0 decaimento mediado por ausencia de sentido tambem e impor- 
tante no desenvolvimento das celulas do sistema imune, onde os extensivos rearranjos 
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Codon de iniciagao Codon de terminagao em fase Codon de terminagao normal 
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Figura 6-76 Decaimento do mRNA mediado por ausencia de sentido. Como ilustrado a direita, uma incapacidade de realizar o splicing adequado de um 
pre-mRNA frequentemente introduz um codon de terminagao precoce em fase de leitura para a proteina. Esses mRNAs anormais sao destruidos pelo mecanis- 
mo de decaimento mediado por ausencia de sentido. Para ativar esse mecanismo, uma molecula de mRNA contendo complexos de jungao do exon (EJCs) para 
marcar locais de processamento completo de modo adequado, e inicialmente ligada por um ribossomo que realiza um ciclo de "teste" de tradugao. Conforme 
o mRNA passa atraves do estreito canal do ribossomo, os EJCs se dissociam e mRNAs que conseguem realizar toda a passagem sao liberados para multiplos 
ciclos de tradugao (lado esquerdo). No entanto, se um codon de parada em fase de leitura e encontrado antes que o EJC final seja alcangado (lado direito ), o 
mRNA sofre decaimento mediado por ausencia de sentido, acionado pelas proteinas Upf ( verde ) que se ligam a cada EJC. Observe que este mecanismo garante 
que o decaimento mediado por ausencia de sentido seja desencadeado apenas quando o codon de parada prematura esta na mesma fase de leitura que a 
proteina normal. (Adaptada deJ. Lykke-Andersen etal., Cell 103:1 121-1131, 2000. Com permissao de Elsevier.) 


de DNA que ocorrem (ver Figura 24-28) com frequencia geram codons de terminagao 
precoce. O sistema de vigilancia degrada os mRNAs produzidos a partir de tais rearranjos 
genicos e, dessa forma, evita os potenciais efeitos toxicos de proteinas truncadas. 

A via de vigilancia mediada pela ausencia de sentido tambem desempenha um 
importante papel na diminuigao dos sintomas de varias doengas geneticas humanas. 
Como vimos anteriormente, doengas hereditarias sao muitas vezes causadas por mu- 
tagoes que interferem negativamente no funcionamento de uma proteina essencial, 
como a hemoglobina ou um dos fatores de coagulagao sanguinea. Aproximadamente 
um tergo das doengas geneticas em humanos e resultante de mutagoes sem sentido ou 
de alteragoes que incorporam mutagoes sem sentido na fase de leitura do gene (como 
as mutagoes de troca de fase de leitura ou mutagoes em sitios de splicing ). Em indivi- 
duos portadores de um gene mutante e um gene funcional, o decaimento mediado por 
ausencia de sentido elimina o mRNA anormal e, dessa forma, impede que uma proteina 
potencialmente toxica seja formada. Sem esse sistema de seguranga, individuos com 
um gene funcional e um gene mutante “da doenga” provavelmente apresentariam sin¬ 
tomas muito mais graves. 

Algumas proteinas iniciam o seu enovelamento ainda durante a 
sfntese 

O processo de expressao de genes nao termina quando o codigo genetico foi utilizado 
para criar a sequencia de aminoacidos que constitui a proteina. Para ser util a celula, 
essa nova cadeia polipeptidica deve se enovelar, adquirindo a sua conformagao tridi¬ 
mensional caracteristica, ligar-se a alguma pequena molecula cofator necessaria para a 
sua atividade, ser apropriadamente modificada por protemas-cinase ou outras enzimas 
modificadoras de proteinas e associar-se corretamente a outras subunidades proteicas 
necessarias para sua fungao (Figura 6-77). 

As informagoes necessarias para todas as etapas listadas anteriormente estao conti- 
das, em ultima instancia, na sequencia de aminoacidos que o ribossomo produz quando 
traduz uma molecula de mRNA em uma cadeia polipeptidica. Como discutido no Capi- 
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Cadeia polipeptfdica em formagao 
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(interagoes nao covalentes) 



I AIteragoes 
covalentes por 
glicosilagao, 

fosforilagao, acetilagao, etc. 



Protefna funcional madura 


Figura 6-77 Etapas da criagao de uma protefna funcional. Como indicado, a tradu- 
gao de uma sequencia de urn mRNA em uma sequencia de aminoacidos no ribossomo 
nao constitui o final do processo de formagao de uma protefna. Para funcionar, a cadeia 
polipeptfdica completa deve se enovelar, adquirindo uma conformagao tridimensional 
correta, ligar-se aos cofatores necessarios, e unir-se a cadeias proteicas adicionais, se 
necessario. Essas alteragoes sao direcionadas pela formagao de ligagoes nao covalentes. 

Como indicado, muitas protefnas tambem precisam de modificagoes covalentes em 
aminoacidos determinados. Embora as modificagoes mais frequentes sejam a glicosilagao 
e a fosforilagao das protefnas, mais de 200 tipos diferentes de modificagoes covalentes 
sao conhecidos (ver p. 165-166.). 

tulo 3, quando uma protefna se enovela, formando uma estrutura compacta, ela esconde 
a maioria de seus resfduos hidrofobicos na regiao central, em seu interior. Alem disso, 
muitas interagoes nao covalentes sao formadas entre varias partes da molecula. E a soma 
de todos esses arranjos energeticamente favoraveis que determina o padrao de enove- 
lamento final da cadeia polipeptfdica - com a conformagao de menor energia livre (ver 
p. 114-115). 

Ao longo de muitos milhoes de anos de evolugao, a sequencia de aminoacidos de 
cada protefna foi selecionada nao somente pela conformagao que ela adota, mas tam¬ 
bem por sua capacidade de se enovelar rapidamente. Para algumas protefnas, esse eno- 
velamento comega imediatamente, enquanto a cadeia de protefna ainda emerge do ri¬ 
bossomo, comegando a partir da extremidade N-terminal. Nesses casos, conforme cada 
domfnio proteico emerge do ribossomo, em um intervalo de poucos segundos, o ribos¬ 
somo forma uma estrutura compacta, a qual contem a maior parte das caracterfsticas 
secundarias finais (a-helices e folhas p) alinhadas de uma maneira aproximadamente 
correta (Figura 6-78). Em alguns domfnios proteicos, essa estrutura flexfvel e aberta, 
denominada globulo maleavel, e o ponto inicial para um processo relativamente lento 
em que ocorrem muitos ajustes nas cadeias laterais, os quais, finalmente, levam a for¬ 
magao correta da estrutura terciaria. Sao necessarios varios minutos para sintetizar uma 
protefna de tamanho medio e, no caso de muitas protefnas, grande parte do processo de 
enovelamento estara completa no momento em que o ribossomo libera a extremidade 
C-terminal da protefna (Figura 6-79). 

As chaperonas moleculares auxiliam no enovelamento da maioria 
das protefnas 

A maioria das protefnas provavelmente nao e corretamente enovelada durante a sua sfn- 
tese e exige uma classe especial de protefnas chamadas chaperonas moleculares para 
esse procedimento. As chaperonas moleculares sao uteis para as celulas, pois ha muitas 
vias de enovelamento diferentes disponfveis para uma protefna nao enovelada ou par- 
cialmente enovelada. Sem as chaperonas, algumas dessas vias nao conduziriam a for¬ 
ma corretamente enovelada (e mais estavel), pois a protefna se tornaria "cineticamente 


Figura 6-78 Estrutura de um globulo 
maleavel. (A) A forma de um globulo 
maleavel do citocromo b 562 e mais aberta 
e menos organizada do que a forma final 
enovelada da protefna, ilustrada em (B). 
Observe que o globulo maleavel ja apre- 
senta quase toda a estrutura secundaria 
da forma final, embora as extremidades 
das a-helices estejam desordenadas e uma 
das helices esteja somente parcialmente 
formada. (Cortesia de Joshua Wand, de 
Y. Feng et al., Nat. Struct. Biol. 1:30-35, 
1994. Com permissao de Macmillan Pu¬ 
blishers Ltd.) 
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so e completo apos sua 
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mRNA Ribossomo 


Figura 6-79 Enovelamento cotraducional de uma proteina. Uma cadeia polipeptfdica em crescimento e 
ilustrada adquirindo suas estruturas secundaria e terciaria conforme emerge do ribossomo. 0 domfnio N-termi- 
nal se enovela antes, enquanto o domfnio C-terminal ainda esta sendo sintetizado. Essa proteina, no momento 
em que for liberada do ribossomo, ainda nao tera adquirido sua conformagao final. (Modificada de A.N. Fedorov 
e T.O. Baldwin, J. Biol. Chem. 272:32715-32718, 1997.) 


presa” em estruturas que estao "as margens do caminho ;; . Algumas dessas conformagoes 
iriam agregar dando origem a becos sem saida de estruturas nao funcionais irreversiveis 
(e potencialmente perigosas). 

As chaperonas moleculares reconhecem especificamente configuragoes erradas 
e enovelamentos inadequados devido a exposigao de superficies hidrofobicas, que nas 
protemas corretamente enoveladas normalmente encontram-se protegidas do ambien- 
te. A ligagao entre essas superficies hidrofobicas expostas leva a agregagao irreversivel 
das conformagoes erroneas. Vimos, no Capitulo 3, que, em alguns casos de doengas hu- 
manas hereditarias, formam-se agregados que podem causar sintomas graves ou mes- 
mo levar a morte. As chaperonas impedem que isso acontega em protemas normais por 
ligarem-se as superficies hidrofobicas expostas com suas proprias superficies hidrofobi¬ 
cas. Como veremos a seguir, existem varios tipos de chaperonas; uma vez ligadas a uma 
proteina enovelada incorretamente, elas irao, em ultima instancia, libera-las sob uma 
forma que dara a proteina uma nova chance de se enovelar corretamente. 

As celulas utilizam diversos tipos de chaperonas 

As chaperonas moleculares sao denominadas protemas de choque termico (lisp, heat 
shock proteins ), pois sao sintetizadas em quantidades significativamente aumentadas 
apos uma breve exposigao das celulas a uma temperatura elevada (p. ex., 42°C para ce¬ 
lulas que normalmente vivem a 37°C). Isso reflete a operagao de um sistema de retroa- 
limentagao que responde a um aumento de protemas erroneamente enoveladas (como 
aquelas produzidas por temperaturas elevadas), induzindo a sintese das chaperonas, as 
quais auxiliam essas protemas a se enovelarem novamente. 

Existem varias familias importantes de chaperonas moleculares, incluindo as pro¬ 
temas hsp60 e hsp70. Diferentes membros dessas familias atuam em diferentes organelas. 
Assim, como discutido no Capitulo 12, as mitocondrias contem suas proprias moleculas 
de hsp60 e hsp70, que sao diferentes daquelas que atuam no citosol; e uma hsp70 especial 
(denominada BIP) ajuda as protemas a se enovelarem no reticulo endoplasmatico. 

As protemas hsp60 e hsp70 trabalham com seus proprios pequenos grupos de pro¬ 
temas associadas quando auxiliam o enovelamento de outras protemas. Elas comparti- 
lham uma afinidade por pequenas areas hidrofobicas expostas nas protemas enoveladas 
de forma incompleta e hidrolisam ATP geralmente ligando e liberando seus substratos 
proteicos a cada ciclo de hidrolise de ATP. Em outros aspectos, os dois tipos de protemas 
hsp funcionam de forma diferente. A maquinaria da hsp70 atua precocemente sobre mui- 
tas protemas (muitas vezes antes que a proteina deixe o ribossomo), com cada monomero 
da hsp70 ligando-se a uma cadeia de cerca de quatro ou cinco aminoacidos hidrofobicos 
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Figura 6-80 A farmlia de chaperonas 
moleculares hsp70. Essas proteinas agem 
precocemente, reconhecendo uma pe- 
quena regiao de aminoacidos hidrofobicos 
na superficie de uma proteina. Auxiliadas 
por um grupo de proteinas hsp40 meno- 
res (nao ilustradas), as moleculas hsp70 
ligadas ao ATP ligam-se a proteina-alvo 
e hidrolisam ATP em ADP, sofrendo uma 
alteragao conformacional que faz as mo¬ 
leculas hsp70 se prenderem ainda mais 
fortemente ao seu alvo. A seguir, ocorre 
dissociagao da hsp40, e a rapida religagao 
de ATP induz a dissociagao da proteina 
hsp70 por meio da liberagao de ADP. 

Os ciclos repetidos de ligagao e liberagao 
da hsp ajudam o novo enovelamento da 
proteina-alvo. 



(Figura 6-80). Quando da ligagao ao ATP, a hsp70 libera a proteina em solugao dando- 
-lhe uma nova oportunidade de enovelamento. Em contraste, as proteinas semelhantes a 
hsp60 formam uma grande estrutura em forma de barril que age apos a proteina ter sido 
totalmente sintetizada. Esse tipo de chaperona, as vezes chamado de chaperonina, forma 
uma “camara de isolamento ;; para o processo de dobramento (Figura 6-81). 

Para entrar em uma camara, uma proteina substrato e inicialmente capturada pela 
entrada hidrofobica da camara. A proteina e entao liberada no interior da camara, que 
e revestida com superficies hidrofilicas, e a camara e selada com uma tampa, um passo 
que requer ATP. Nesse momento, o substrato pode se enovelar adquirindo sua confor- 
magao final no isolamento, situagao em que nao ha outras proteinas com as quais possa 
agregar. Quando o ATP e hidrolisado, a tampa e ejetada e a proteina substrato, tenha ela 
conseguido se enovelar ou nao, e liberada da camara. 

As chaperonas ilustradas nas Figuras 6-80 e 6-81 frequentemente requerem varios 
ciclos de hidrolise de ATP para promover o enovelamento correto de uma unica cadeia po- 
lipeptidica. Essa energia e utilizada para executar movimentos mecanicos das “maquinas” 
hsp60 e hsp70, convertendo-as de formas de ligagao para formas de liberagao. Da mesma 
forma que vimos para a transcrigao, para o splicing e para a tradugao, o gasto de energia 
pode ser usado pelas celulas para aumentar a acuracia dos processos biologicos. No caso 
do enovelamento de proteinas, a hidrolise de ATP permite que as chaperonas reconhegam 
uma ampla variedade de estruturas erroneamente enoveladas, impegam novos enovela- 
mentos inadequados e recomecem o enovelamento da proteina de forma correta. 



(A) 


Complexo proteico 
semelhante a hsp60 


Figura 6-81 Estrutura e fungao da farmlia hsp60 de chaperonas moleculares. (A) Uma proteina mal 
enovelada e inicialmente capturada por interagoes hidrofobicas com a superficie exposta da abertura. A 
ligagao inicial muitas vezes ajuda a desnaturar uma proteina mal enovelada. A subsequente ligagao de 
ATP e de um quepe libera a proteina do substrato em um espago fechado onde ela tern uma nova opor¬ 
tunidade de enovelamento. Apos cerca de 10 segundos ocorre hidrolise de ATP, enfraquecendo a ligagao 
do quepe. A subsequente ligagao de moleculas de ATP adicionais ejeta o quepe, e a proteina e liberada. 
Conforme indicado, somente uma metade do cilindro simetrico opera sobre uma determinada proteina 
de cada vez. Esse tipo de chaperona molecular tambem e conhecido como uma chaperonina; e designada 
como hsp60 na mitocondria, TCP1 no citosol das celulas de vertebrados e GroEL em bacterias. (B) A estru¬ 
tura de GroEL ligada ao seu quepe GroES, conforme determinado por cristalografia de raios X. A esquerda 
mostra-se a parte externa da estrutura em barril, e, a direita, um corte transversal atraves do seu centra. 

(B, adaptada de B. Bukau e A.L. Horwich, Cell 92:351-366, 1998. Com permissao de Elsevier.) 
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Apesar de nossa discussao estar centrada em apenas dois tipos de chaperonas, a 
celula possui uma ampla variedade dessas moleculas. A enorme diversidade de protei- 
nas nas celulas provavelmente requer um amplo espectro de chaperonas, com certa ver- 
satilidade em termos de capacidades de corregao e vigilancia. 


As regioes hidrofobicas expostas fornecem sinais essenciais para 
o controle de qualidade da proteina 


Se aminoacidos radioativos forem adicionados a celulas por um curto periodo, as novas 
protemas sintetizadas poderao ser acompanhadas a medida que elas amadurecerem ate 
suas formas funcionais finals. Esse tipo de experimento demonstra que as protemas hsp70 
agem cedo, atuando inicialmente quando uma proteina ainda esta sendo sintetizada em 
um ribossomo e que as protemas semelhantes a hsp60 atuam apenas mais tarde para auxi- 
liar a enovelar as protemas completas. Vimos que a celula distingue protemas erroneamen- 
te enoveladas, que requerem novos ciclos de enovelamento mediados por ATP, daquelas 
com as estruturas corretas por meio do reconhecimento das superficies hidrofobicas. 

Geralmente, se uma proteina possui uma area consideravel de aminoacidos hi- 
drofobicos exposta em sua superficie, ela nao e normal: ou ela sofreu um enovelamento 
incorreto apos ter deixado o ribossomo, ou sofreu um acidente, em um dado momento, 
que a desnaturou parcialmente, ou nao encontrou outra subunidade normal para a for- 
magao de um complexo proteico maior. Tal proteina nao apenas e inutil para a celula, 
como pode tambem ser perigosa. 

As protemas que rapidamente sofrem enovelamento correto, por conta propria, 
nao apresentam tais padroes e geralmente dispensam as chaperonas. Para as demais 
protemas, as chaperonas podem realizar o “reparo de proteina” dando-lhes possibilida- 
des adicionais de enovelamento, ao mesmo tempo em que impedem a sua agregagao. 

A Figura 6-82 destaca o controle de qualidade e as escolhas que uma celula apre- 
senta para uma proteina recem-sintetizada dificil de enovelar. Como indicado, quando 
a tentativa de enovelamento de uma proteina falha, um mecanismo adicional e aciona- 
do, o qual destroi completamente a proteina por proteolise. Avia proteolitica inicia com 
o reconhecimento de uma regiao hidrofobica anormal na superficie de uma proteina 
e finaliza com a entrega da proteina para uma maquina de destruigao proteica, uma 
protease complexa conhecida como proteassomo. Como descrito a seguir, esse proces- 
so depende de um sistema elaborado de marcagao da proteina que tambem tern outras 
fungoes centrais na celula envolvendo a destruigao de protemas normais selecionadas. 

0 proteassomo e uma protease compartimentalizada com sitios 
ativos sequestrados 

A maquinaria proteolitica e as chaperonas competem entre si para reorganizar as protei- 
nas erroneamente enoveladas. Se uma proteina recem-sintetizada sofrer um rapido eno¬ 
velamento, no maximo uma pequena fragao da proteina sera degradada. Em contras- 
te, uma proteina de enovelamento lento fica vulneravel para a atuagao da maquinaria 
proteolitica por mais tempo e um niimero muito maior de moleculas pode ser destruido 
antes que ela possa atingir seu estado de enovelamento adequado. Devido a mutagbes 
ou a erros na transcrigao, no splicing do RNA ou na tradugao, algumas protemas nunca 
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Figura 6-82 Os processos que moni- 
toram a qualidade da proteina apos 
a sintese proteica. Uma proteina re- 
centemente sintetizada algumas vezes se 
enovela corretamente e associa-se a outras 
protemas semelhantes, sem a necessidade 
de auxilio; nesse caso, os mecanismos de 
controle de qualidade nao processam a 
proteina. As protemas enoveladas incorre- 
tamente sao auxiliadas pelas chaperonas 
moleculares, visando seu enovelamento 
correto: inicialmente atua a fanmlia de 
protemas hsp70 e a seguir, em alguns 
casos, as protemas semelhantes a hsp60. 
Para ambos os tipos de chaperonas, as 
protemas substrato sao reconhecidas devi¬ 
do a uma regiao anormal de aminoacidos 
hidrofobicos expostos na sua superficie. 
Esse "processo de resgate" compete com 
um sistema diferente que reconhece uma 
regiao hidrofobica anormal exposta e 
transfere a proteina que a contem para 
um proteassomo, visando sua completa 
destruigao. A atividade combinada de to- 
dos esses processos e necessaria para evi- 
tar a agregagao massiva de protemas em 
uma celula, o que pode ocorrer quando 
muitas regioes hidrofobicas das protemas 
se agrupam de forma inespecifica. 
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Figura 6-83 O proteassomo. (A) Uma 

visao em corte da estrutura do cilindro 20S 
central, conforme determinada por crista- 
lografia de raios X, com os sftios ativos das 
proteases indicados por pontos vermelhos. 
(B) A estrutura completa do proteassomo, 
na qual o cilindro central ( amarelo ) e su- 
plementado por urn quepe 19S ( azut) em 
cada extremidade. 0 complexo do quepe 
(tambem denominado partfcula regula- 
dora) se liga seletivamente as protefnas 
marcadas com ubiquitina para a destrui- 
gao; a seguir, usa a hidrolise de ATP para 
desnaturar suas cadeias polipeptfdicas e as 
coloca atraves de urn estreito canal 
(ver Figura 6-85) na camara interna do 
cilindro 20S para sua digestao em peque- 
nos peptfdeos. (B, de W. Baumeister et al., 
Cell 92:367-380, 1998. Com permissao 
de Elsevier.) 



se enovelam corretamente, e e particularmente importante que a celula destrua essas 
protemas potencialmente nocivas. 

O aparato que deliberadamente destroi protemas anormais e o proteassomo, uma 
abundante protease dependente de ATP que constitui cerca de 1% das protemas celula- 
res. Presente em muitas copias dispersas no citosol e no nucleo, o proteassomo tambem 
destroi protemas aberrantes que entram no reticulo endoplasmatico (RE). Nesse ultimo 
caso, um sistema de vigilancia baseado no RE detecta protemas que falharam no proces- 
so de enovelamento ou de associagao corretos apos entrarem no RE e retrotransloca-as 
para o citosol para serem degradadas pelo proteassomo (discutido no Capitulo 12). 

Cada proteoassomo consiste em um cilindro central oco (o proteassomo central 
20S) formado a partir de multiplas subunidades proteicas que se associam sob a for¬ 
ma de um tubo de quatro aneis heptamericos (Figura 6-83). Algumas das subunidades 
sao proteases cujos sitios ativos estao voltados para a camara interna do cilindro, im- 
pedindo-as de atuar descontroladamente sobre a celula. Cada extremidade do cilindro 
normalmente esta associada a um grande complexo proteico (a capa 19S), que contem 
um anel proteico com seis subunidades, pelo qual as protemas-alvo sao introduzidas no 
centro do proteassomo onde serao degradadas (Figura 6-84). A reagao de desespirali- 
zagao, direcionada por hidrolise de ATP, desnatura (ou desestrutura) as protemas-alvo 
conforme elas se movem atraves do quepe, expondo-as para as proteases que revestem a 
regiao central do proteassomo (Figura 6-85). As protemas que compoem a estrutura em 
anel da capa do proteassomo pertencem a uma grande classe de protemas de “desna- 
turagao” conhecidas como protemas AAA. Muitas delas funcionam como hexameros, e 
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Figura 6-84 Digestao progressiva de protemas pelo proteassomo. (A) 0 quepe do proteassomo reconhece protefnas marcadas por uma cadeia poliubiquitina 
(ver Figura 3-70), e subsequentemente transloca-as para o centro do proteassomo, onde serao digeridas. Em uma etapa inicial, a ubiquitina e clivada do substrato pro¬ 
teico e e reciclada. A translocagao para o centro do proteassomo e mediada por um anel de ATPases que desnatura o substrato proteico conforme ele atravessa o anel 
rumo ao centro do proteassomo. Esse anel de desnaturagao esta representado na Figura 6-85. (B) Estrutura detalhada do quepe do proteassomo. 0 quepe inclui um 
receptor ubiquitina, que segura uma protefna ubiquitinada no lugar enquanto esta e puxada para o interior do nucleo do proteassomo, e uma hidrolase de 
ubiquitina, que cliva a ubiquitina da protefna a ser destrufda. (A, de S. Prakash and A. Matouschek, Trends Biochem. Sci. 29:593-600, 2004. Com permissao de 
Elsevier. B, adaptado de G.C. Lander et al., /Vafure 482:186-191, 2012.) 
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compartilham caracteristicas mecanicas com as DNA helicases dependentes de ATP que 
desenrolam o DNA (ver Figura 5-14). 

Uma propriedade crucial do proteassomo, e uma razao da sua estrutura complexa, 
e a processividade do seu mecanismo: em contraste com uma protease “simples” que 
cliva o substrato da cadeia polipeptidica apenas uma vez antes da dissociagao, o proteas¬ 
somo mantem o substrato ligado ate que todo ele tenha sido convertido em pequenos 
peptideos. 

Seria de esperar que uma maquina tao eficiente quanto o proteassomo fosse for- 
temente regulada; em particular, o proteassomo deve ser capaz de distinguir protemas 
anormais daquelas que estao adequadamente enoveladas. O quepe 19S do proteassomo 
age como um portao na entrada do niicleo proteolitico interno e apenas as protemas 
marcadas para destruigao sao introduzidas pelo quepe. A “marca” da destruigao e a liga¬ 
gao covalente a pequena proteina ubiquitina. Como vimos no Capitulo 3, a ubiquitina- 
gao de protemas e usada para muitas finalidades na celula. O tipo particular de ligagao 
da ubiquitina que nos interessa aqui e o de uma cadeia de moleculas de ubiquitina uni- 
das pela lisina 48 (ver Figura 3-69); essa e a caracteristica distintiva da ligagao a ubiquiti¬ 
na que marca uma proteina para a destruigao no proteassomo. 

Um conjunto especial de moleculas E3 (ver Figura 3-70B) e responsavel pela 
ubiquitinagao das protemas desnaturadas ou enoveladas de forma inadequada, e das 
protemas contendo aminoacidos oxidados ou com outras anormalidades. As protemas 
anormais tendem a exibir em sua superficie sequencias de aminoacidos hidrofobicos ou 
motivos conformacionais que sao reconhecidos como sinais de degradagao pelas mole¬ 
culas de E3; essas sequencias estao internalizadas e, portanto, inacessiveis nas versoes 
proteicas normais, adequadamente enoveladas. Entretanto, uma via proteolitica que re- 
conhece e destroi protemas anormais deve ser capaz de distinguir protemas completas 
que apresentam conformagoes “erradas” dos muitos polipeptideos em crescimento nos 
ribossomos (bem como dos polipeptideos recem-liberados dos ribossomos) que ainda 
nao tenham conseguido finalizar seu enovelamento normal. Esse nao e um problema 
trivial; no curso do exercicio da sua fungao principal, o sistema ubiquitina-proteassomo 
provavelmente destroi muitas moleculas de protemas nascentes e recem-formadas, nao 
porque essas protemas sao anormais, mas por estarem expondo transitoriamente sinais 
de degradagao que estarao escondidos em sua forma madura (enovelada). 

Muitas protefnas sao reguladas por destruigao controlada 

Uma fungao dos mecanismos proteoliticos intracelulares e o reconhecimento e a elimina- 
gao de protemas erroneamente enoveladas ou que tenham qualquer outra anormalidade, 
como descrito anteriormente. De fato, qualquer proteina de uma celula eventualmente 
acumula danos e e provavelmente degradada pelo proteassomo. Uma outra fungao des- 
sas vias proteoliticas e conferir tempo de vida curto a protemas normais especificas cuja 
concentragao deve mudar rapidamente em resposta a alteragoes no estado de uma ce¬ 
lula. Algumas dessas protemas de vida curta sao sempre degradadas de forma rapida, ao 
passo que muitas outras apresentam vida curta conditional, ou seja, sao metabolicamen- 
te estaveis sob determinadas condigoes, mas tornam-se instaveis quando ocorrer uma 
mudanga no estado da celula. Por exemplo, as ciclinas mitoticas tern vida longa durante o 
ciclo celular ate sua subita degradagao no final da mitose, como descrito no Capitulo 17. 


Figura 6-85 Uma proteina hexamerica 
de desnaturagao. (A) 0 quepe do pro¬ 
teassomo inclui protemas ( laranja ) que re- 
conhecem e hidrolisam a ubiquitina e um 
anel hexamerico ( azuf) pelo qual as protei- 
nas ubiquitinadas devem ser inseridas no 
complexo. 0 anel hexamerico e formado 
por seis subunidades, todas pertencentes 
a fanmlia de protemas AAA. (B) Modelo 
de protemas AAA com atividade de des- 
naturagao dependente de ATP. A forma 
ligada a ATP de um anel hexamerico de 
protemas AAA liga uma proteina substra¬ 
to enovelada que e mantida localmente 
pela sua marca ubiquitina. Uma alteragao 
conformacional, direcionada pela hidrolise 
de ATP, puxa o substrato para o nucleo 
central e estica a estrutura do anel. Nesse 
ponto, a proteina substrato, que esta 
sendo puxada para cima, pode ser desna- 
turada parcialmente e penetrar ainda mais 
no poro ou pode manter sua estrutura 
e parcialmente retroceder. Os substratos 
proteicos muito estaveis podem necessitar 
de centenas de ciclos de hidrolise de ATP 
e dissociagao antes de serem introduzidos 
de maneira eficiente pelo anel de proteina 
AAA. Uma vez desnaturada (e desubi- 
quitinada), a proteina substrato se move 
de forma relativamente rapida pelo poro 
por ciclos sucessivos de hidrolise de ATP. 
(A, adaptada de G.C. Lander et al., Nature 
482:186-191,2012; B, adaptada de R.T. 
Sauer et al., Cell 119:9-18, 2004. Com 
permissao de Elsevier.) 
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Figura 6-86 Duas maneiras gerais de 
induzir a degradagao de uma proteina 
especffica. (A) A ativagao de uma mole- 
cula E3 especffica cria uma de ubiquitina- 
-ligase. As celulas eucarioticas possuem 
varia moleculas E3 distintas ativadas por 
diferentes sinais. (B) Criagao de urn sinal 
de degradagao exposto na proteina a ser 
degradada. Esse sinal provoca a ligagao de 
uma ubiquitina-ligase, provocando a adi- 
gao de uma cadeia poliubiquitina a lisina 
adjacente sobre a protefna-alvo. Sabe-se 
que todas as seis vias aqui ilustradas sao 
utilizadas por celulas para induzir e direcio- 
nar o movimento de protefnas seleciona- 
das para o proteassomo. 
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Como e regulada a destruigao controlada de uma proteina? Varios mecanismos 
gerais sao ilustrados na Figura 6-86. Exemplos especfficos de cada mecanismo serao 
discutidos nos capftulos posteriores. Em uma classe mecanicista geral (Figura 6-86A), a 
atividade de uma ubiquitina-ligase e ligada ou pela fosforilagao de E3 ou por uma tran¬ 
sigao alosterica em uma proteina E3 causada por sua ligagao a uma molecula especffica 
grande ou pequena. Por exemplo, o complexo promotor de anafase (APC, anaphase-pro¬ 
moting complex) e uma ubiquitina-ligase de miiltiplas subunidades ativada por uma adi¬ 
gao de subunidade de controle temporal do ciclo celular na mitose. Entao, a APC ativada 
provoca a degradagao das ciclinas mitoticas e de varios outros reguladores da transigao 
metafase-anafase (ver Figura 17-15A). 

Alternativamente, em resposta a sinais intracelulares ou a sinais ambientais, pode 
ser criado um sinal de degradagao em uma proteina, causando sua rapida ubiquitinagao 
e destruigao pelo proteassomo (Figura 6-86B). Uma maneira comum de criar tal sinal e 
fosforilar um sftio especffico em uma proteina expondo, dessa forma, um sinal de degra¬ 
dagao que normalmente permaneceria oculto. Outra maneira de revelar tal sinal e por 
meio da dissociagao regulada de uma subunidade proteica. Finalmente, podem ser cria- 
dos fortes sinais de degradagao por uma unica clivagem de uma ligagao peptfdica, desde 
que essa clivagem crie uma nova extremidade N-terminal que sera reconhecida por uma 
proteina E3 especffica como um resfduo N-terminal “desestabilizador , ! Essa proteina E3 
reconhece apenas certos aminoacidos na extremidade N-terminal de uma proteina; des- 
se modo, nem todos os eventos de clivagem de proteina conduzirao a degradagao do 
fragmento C-terminal produzido. 

Em seres humanos, cerca de 80% das protefnas sao acetiladas no seu resfduo 
N-terminal, e atualmente sabemos que essa modificagao e reconhecida por uma enzima 
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E3 especifica, que dirige a ubiquitinagao da proteina e a envia para o proteassomo para 
degradagao. Assim, a maioria das protemas humanas transporta os seus proprios sinais 
para destruigao. Foi proposto que quando uma proteina e adequadamente enovelada 
(e, antes disso, quando se encontra em contato com uma chaperona), esta extremidade 
N-terminal acetilada esta protegida e, portanto, inacessivel para a enzima E3. De acordo 
com essa ideia, quando uma proteina envelhece e sofre danos (ou se nao consegue se 
enovelar corretamente), esse sinal de degradagao fica exposto, e a proteina e eliminada. 

Existem muitas etapas do DNA a proteina 

Vimos ate o momento, neste capitulo, que muitos tipos diferentes de reagoes quimicas 
sao necessarios para produzir uma proteina corretamente enovelada a partir da informa- 
gao contida em um gene (Figura 6-87). O mvel ou a concentragao final de uma proteina 
corretamente enovelada na celula depende, dessa forma, da eficiencia na realizagao de 
cada uma dessas muitas etapas. Tambem sabemos atualmente que a celula dedica enor- 
mes recursos para degradar seletivamente as protemas, especialmente aquelas protemas 
que nao conseguem se enovelar corretamente ou que acumulam danos a medida que 
envelhecem. E o balango entre a taxa de smtese e a taxa de degradagao que determina a 
quantidade final de cada proteina na celula. 

No proximo capitulo, veremos que as celulas possuem a capacidade de alterar os 
mveis de suas protemas de acordo com suas necessidades. Em principio, todas e quais- 
quer das etapas da Figura 6-87 podem ser reguladas para cada proteina individualmente. 
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Figura 6-87 Produgao de uma proteina 
por uma celula eucariotica. A quantida¬ 
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cada etapa ilustrada. 
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Como veremos no Capitulo 7, existem exemplos de regulagao em cada uma das etapas 
do gene a protema. 

Resumo 

A tradugao da sequencia nucleotidica de uma molecula de mRNA em protema ocorre no 
citosol em um grande arranjo ribonucleoproteico denominado ribossomo. Cada aminoa- 
cido utilizado para a sintese das proteinas e inicialmente ligado a uma molecula de tRNA 
que reconhece, por interagoes de complementaridade de bases; um conjunto particular de 
tres nucleotideos (codons) no mRNA. Conforme um mRNA e passado atraves de um ribos¬ 
somo, a sua sequencia de nucleotideos e lida de uma extremidade a outra, em conjuntos de 
tres, de acordo com o codigo genetico. 

Para iniciar a tradugao, uma subunidade ribossomica menorse liga a uma molecula 
de mRNA em um codon de iniciagao (AUG) que e reconhecido por uma molecula de tRNA 
iniciadora caracteristica. Entao, uma subunidade ribossomica maior se liga para comple- 
tar o ribossomo e iniciar a sintese proteica. Durante essafase, os aminoacil-tRNAs - cada 
um carregando um aminoacido especifico - ligam-se sequencialmente ao codon apropria- 
do no mRNA, por meio de complementaridade de bases entre o anticodon do tRNA e os 
codons do mRNA. Cada aminoacido e adicionado a extremidade C-terminal do polipepti- 
deo em crescimento por quatro etapas sequenciais: ligagao do amino acil-tRN A seguida da 
formagao da ligagao peptidica e de duas etapas de translocagao do ribossomo. Osfatores 
de alongamento usam hidrolise de GTP tanto para promover essas reagdes quanto para 
melhorar a exatidao da selegao dos aminoacidos. A molecula de mRNA progride codon 
a codon ao longo do ribossomo, na diregao de 5' para 3,' ate alcangar um de tres possiveis 
codons de terminagao. Entao, umfator de liberagao se liga ao ribossomo, finalizando a 
tradugao e liberando o polipeptideo completo. 

Os ribossomos eucarioticos e bacterianos sao intimamente relacionados, apesar 
de diferengas em numero e em tamanho de seus rRNAs e de seus componentes proteicos. 
O rRNA tern a fungao dominante na tradugao, determinando a estrutura geral do ribosso¬ 
mo, formando os sitios de ligagao para os tRNAs, pareando os tRNAs aos codons no mRNA 
e criando o sitio da enzima peptidiltransferase que liga os aminoacidos durante a tradugao. 

Nas etapas finais da sintese de proteina, dois tipos distintos de chaperonas mole- 
culares auxiliam o enovelamento das cadeias polipeptidicas. Essas chaperonas, conheci- 
das como hsp60 e hsp70, reconhecem regides hidrofobicas expostas nas proteinas e ser- 
vem para evitar a agregagao da proteina que poderia competir com o enovelamento das 
proteinas recentemente sintetizadas em suas conformagoes tridimensionais corretas. Esse 
processo de enovelamento da proteina deve tambem competir com um mecanismo de con- 
trole de qualidade altamente elaborado que degrada proteinas que contenham regides hi¬ 
drofobicas anormalmente expostas. Nesse caso, a ubiquitina e covalentemente adicionada 
a uma proteina mal enovelada por uma ubiquitina-ligase, e a cadeia de poliubiquitina re- 
sultante e reconhecida pelo quepe de um proteassomo que desenrola a proteina e a insere 
no proteassomo para a degradagao proteolitica. Um mecanismo proteolitico intimamen¬ 
te relacionado, baseado em sinais de degradagao especiais reconhecidos por ubiquitinas- 
-ligase, e utilizado para determinar o tempo de vida de muitas proteinas normalmente 
enoveladas e tambem para remover da celula proteinas selecionadas em resposta a sinais 
especificos. 

0 MUNDO DE RNA E A ORIGEM DA VIDA 

Vimos que a expressao da informagao hereditaria requer uma maquinaria extraordina- 
riamente complexa que vai do DNA a protema, por intermedio do RNA. Essa maquinaria 
apresenta um paradoxo central: se sao necessarios acidos nucleicos para a sintese de pro- 
teinas e, por sua vez, sao necessarias proteinas para a sintese de acidos nucleicos, como 
pode esse sistema de componentes interdependentes ter se originado? Uma hipotese 
para isso e que um mundo de RNA tenha existido na Terra antes do aparecimento das 
celulas modernas (Figura 6-88). De acordo com essa hipotese, o RNA tanto estocava a in¬ 
formagao genetica quanto catalisava as reagoes quimicas nas celulas primitivas. Somente 
evolutivamente mais tarde o DNA se sobrepos como o material genetico, e as proteinas 
tornaram-se as principais catalisadoras e os principais componentes estruturais das celu- 
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Figura 6-88 Linha de tempo para o universo, sugerindo a existencia anterior de um mundo de RNA 
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las. Se essa ideia esta correta, a transigao a partir do mundo de RNA nunca foi completa; 
como vimos neste capitulo, o RNA ainda catalisa varias reagoes fundamentals nas celulas 
atuais, as quais podem ser vistas como fosseis moleculares de um mundo antigo. 

A hipotese do mundo de RNA baseia-se no fato de, entre as moleculas biologicas 
atuais, o RNA ser a unica capaz de agir como um carreador de informagao genetica e 
como uma ribozima para catalisar reagoes quimicas. Nesta segao, nos discutimos essas 
propriedades do RNA e como elas podem ter sido especialmente importantes para as 
primeiras celulas. 

As moleculas de RNA de fita simples podem se enovelar em 
estruturas altamente complexas 

Vimos neste capitulo que o RNA pode transportar informagao genetica sob a forma dos 
mRNAs, e vimos no Capitulo 5, que os genomas de alguns virus sao compostos exclusiva- 
mente por RNA. Vimos tambem que o pareamento de bases complementares e outros tipos 
de ligagoes de hidrogenio podem ocorrer entre nucleotideos na mesma cadeia de RNA, fa- 
zendo uma molecula de RNA se enovelar de um modo caracteristico, determinado por sua 
sequencia de nucleotideos (ver, p. ex., Figuras 6-50 e 6-67). A comparagao de muitas estru¬ 
turas de RNA tern revelado motivos conservados, pequenos elementos estruturais que sao 
utilizados varias e varias vezes como parte de estruturas maiores (Figura 6-89). 

As proteinas catalisadoras necessitam de uma superficie com contornos caracteristi- 
cos e propriedades quimicas sobre os quais um grupo determinado de substratos possa rea- 
gir (discutido no Capitulo 3). Exatamente da mesma maneira, uma molecula de RNA, ade- 
quadamente enovelada, pode funcionar como um catalisador (Figura 6-90). Assim como 
algumas proteinas, muitas dessas ribozimas agem posicionando ions metalicos em seus 
sitios ativos. Essa caracteristica lhes confere uma gama mais ampla de atividades cataliticas 
do que aquela permitida pelos grupos quimicos limitados de uma cadeia polinucleotidica. 

Muito de nossa inferencia a respeito do mundo de RNA vem de experimentos nos 
quais grandes conjuntos de moleculas de RNA de sequencias nucleotidicas aleatorias 
foram gerados em laboratorio. Aquelas raras moleculas de RNA com uma propriedade 
definida pelo pesquisador foram entao selecionadas e estudadas (Figura 6-91). Tais ex- 
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Figura 6-89 Alguns elementos comuns na 
estrutura do RNA. As interagoes de parea¬ 
mento de bases complementares convencio- 
nais estao indicadas por linhas vermelhas nas 
porgoes de dupla-helice do RNA. 



Figura 6-90 Uma ribozima. Essa molecula simples de RNA catalisa a clivagem de uma segunda molecula de RNA em um sitio especifico. Essa ribozima 
encontra-se inserida em genomas maiores de RNA - denominados viroides - os quais infectam plantas. A clivagem, que ocorre na natureza em uma posigao dis- 
tante sobre a mesma molecula de RNA que contem a ribozima, e uma das etapas da replicagao do genoma viroide. Embora nao tenha sido ilustrado na figura, 
a reagao requer um ion de Mg posicionado no sitio ativo. (Adaptada de T.R. Cech e O.C. Uhlenbeck, Nature 372:39-40, 1994. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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Figura 6-91 Selegao in vitro de uma ribozima sintetica. A partir de um grande con¬ 
junto de moleculas de acido nucleico sintetizadas em laboratories as raras moleculas de 
RNA que possuem uma atividade catalftica especifica podem ser isoladas e estudadas. 
Embora seja um exemplo especffico (o caso de uma ribozima capaz de autofosforilagao) 
que esta sendo ilustrado, foram utilizadas variagoes desse procedimento para a obtengao 
de muitas das ribozimas listadas na Tabela 6-5. Durante a etapa de autofosforilagao, as 
moleculas de RNA estao suficientemente dilufdas para prevenir a fosforilagao "cruzada" 
de outras moleculas de RNA. Na verdade, varias repetigoes desse procedimento sao neces- 
sarias para a selegao das raras moleculas de RNA com atividade catalftica. Apos, o material 
inicialmente elufdo da coluna e reconvertido em DNA, amplificado muitas vezes (por meio 
do uso de transcriptase reversa e de PCR, conforme explicado no Capftulo 8), transcrito 
novamente em RNA e submetido a repetidos ciclos de selegao. (Adaptada de J.R. Lorsch 
and J.W. Szostak, Nature 371:31-36, 1994. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 


periencias criaram RNAs que podem catalisar uma ampla gama de reagoes bioquimicas 
(Tabela 6-5), com taxas de reagao apenas umas poucas ordens de grandeza inferiores as 
das "mais rapidas” enzimas proteicas. Considerando-se esses achados, nao ficam claras 
as razoes que levaram os catalisadores proteicos a suplantar as ribozimas nas celulas 
atuais. As experiences mostraram, no entanto, que as moleculas de RNA podem ter mais 
dificuldade do que as proteinas na ligagao a substratos hidrofobicos, flexiveis. De qual- 
quer forma, a disponibilidade de 20 tipos de aminoacidos presumivelmente proporciona 
as proteinas um maior numero de estrategias de catalise. 

O RNA pode armazenar informagoes e catalisar reagoes 
qufmicas 

As moleculas de RNA tern uma propriedade que contrasta com as dos polipeptideos: elas 
podem promover diretamente a formagao de copias exatas de suas proprias sequencias. 
Essa capacidade depende do pareamento por complementaridade de bases das subuni- 
dades de nucleotideos, que permite que um RNA atue como um molde para a formagao 
de outro RNA. Como vimos neste capitulo e no anterior, tais mecanismos de comple¬ 
mentaridade a um molde sao a base da replicagao e da transcrigao do DNA nas celulas 
atuais. 

No entanto, a smtese eficiente de RNA por meio de tais mecanismos de comple¬ 
mentaridade de um molde requer catalisadores que promovam a reagao de polimeriza- 
gao: sem catalisadores, a formagao do polimero e lenta, sujeita a erros e ineficiente. 


aAlgumas reagoes bioquimicas que podem ser catalisadas por 
ribozimas 
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Visto que o RNA tem todas as propriedades necessarias a uma molecula que pode 
catalisar uma ampla variedade de reagoes quimicas, incluindo as que conduzem a sua 
propria smtese (Figura 6-92), foi proposto que os RNAs tenham atuado, ha muito tem¬ 
po, como os catalisadores da smtese de RNA dependente de molde. Embora sistemas 
de autorreplicagao de moleculas de RNA nao tenham sido encontrados na natureza, 
os cientistas fizeram progressos significativos ao construi-los em laboratories. Embora 
essas demonstragoes nao provem que moleculas de RNA autorreplicativas foram fun- 
damentais para a origem da vida na Terra, elas podem estabelecer esse cenario como 
bastante plausivel. 

Como ocorreu a evolugao da smtese de protefnas? 

Os processos moleculares envolvidos na smtese de protemas nas celulas atuais parecem 
extremamente complexos. Embora compreendamos a maioria desses processos, eles 
nao apresentam um sentido conceitual da forma que a transcrigao de DNA, o reparo de 
DNA e a replicagao de DNA o fazem. E especialmente dificil de imaginar como a smtese 
de protemas evoluiu, tendo em vista que hoje ela e realizada por um sistema complexo 
e interligado de moleculas de proteina e RNA; obviamente, as protemas nao podem ter 
existido antes que uma versao inicial dos mecanismos de tradugao tenha existido. Ape- 
sar de atrativa em relagao ao inicio da vida, a ideia do mundo de RNA nao e capaz de 
explicar como os sistemas atuais de smtese de protemas puderam se desenvolver. Em¬ 
bora possamos somente especular sobre a origem do codigo genetico, varias abordagens 
experimentais tem proporcionado cenarios possiveis. 

Nas celulas modernas, alguns pequenos peptideos (como os antibioticos) sao 
sintetizados sem a agao do ribossomo; as enzimas peptideo-sintetases sintetizam esses 
peptideos, em sua sequencia correta de aminoacidos, sem mRNAs que guiem sua smte¬ 
se. E possivel que essa smtese nao codificada, uma versao primitiva da smtese proteica, 
tenha evoluido no mundo de RNA e tenha sido catalisada por moleculas de RNA. Essa 
ideia nao apresenta falhas conceituais atualmente, pois, como vimos, o rRNA catalisa a 
formagao de ligagoes peptidicas nas celulas atuais. No entanto, isso deixa inexplicado 
como o codigo genetico - central para a smtese das protemas nas celulas atuais - poderia 
ter surgido. Sabemos que ribozimas criadas em laboratorio podem realizar reagoes de 
aminoacilagao especificas; ou seja, podem carregar aminoacidos especificos em tRNAs 
especificos. Portanto, e possivel que adaptadores semelhantes aos tRNAs, cada um asso- 
ciado a um aminoacido especifico, tenham surgido no mundo de RNA, formando a base 
de um codigo genetico. 

Uma vez que a smtese de protemas tenha evoluido, pode ter ocorrido a transigao 
para um mundo dominado por protemas, no qual elas se tornaram cada vez mais res- 
ponsaveis pela maior parte das tarefas estruturais e cataliticas devido a sua maior ver- 
satilidade: elas possuem 20 subunidades diferentes, em vez de 4. Embora essas ideias 
sejam altamente especulativas, elas sao consistentes com as propriedades conhecidas 
das moleculas de RNA e de proteina. 

Todas as celulas atuais usam DNA como material hereditario 

Se as especulagoes evolutivas sobre a hipotese do mundo de RNA estiverem corretas, 
essas celulas primordiais tambem diferiam fundamentalmente das celulas que conhe- 
cemos hoje por terem sua informagao hereditaria estocada sob a forma de RNA e nao 
de DNA (Figura 6-93). As evidencias de que o RNA surgiu antes do DNA na evolugao 


Figura 6-92 Molecula de RNA que 
pode catalisar sua propria smtese. Esse 
processo hipotetico necessitaria da catalise 
tanto da produgao de uma segunda fita 
de RNA com sequencia complementar de 
nucleotfdeos (nao mostrada), como do 
uso desta segunda molecula de RNA como 
molde para a formagao de muitas molecu¬ 
las de RNA com a sequencia original. 

Os raios vermelhos representam o sftio ati- 
vo dessa enzima de RNA hipotetica. 


Sistemas baseados em RNA 


V 



J 


EVOLUgAO DE RNAs QUE PODEM 
PROMOVER A SINTESE PROTEICA 


Sistemas baseados em protemas e RNAs 

RNA -► Proteina 



EVOLUgAO DE NOVAS ENZIMAS 
QUE REPLICAM DNA E FAZEM 
COPIAS DE RNA A PARTIR DO DNA 



Figura 6-93 Hipotese de que o RNA 
precedeu o DNA e as protemas na evo¬ 
lugao. Nas primeiras celulas, moleculas de 
RNA (ou seus analogos proximos) teriam 
desempenhado fungoes geneticas, estru¬ 
turais e cataliticas combinadas. Nas celulas 
atuais, o DNA e o repositorio de informagoes 
geneticas, e as protefnas realizam a grande 
maioria das fungoes cataliticas. 0 RNA fun- 
ciona principalmente como um intermediario 
na sfntese de protefnas, embora continue 
atuando como catalisador em um pequeno 
numero de reagoes importantes. 
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OQUE NAO SABEMOS 

• Como evoluiram as relagoes atuais 
entre acidos nucleicos e protef- 
nas? Como originou-se o codigo 
genetico? 

• A informagao armazenada em 
genomas especifica as sequences 
de todas as proteinas e moleculas 
de RNA na celula, e isso determi- 
na quando e onde essas molecu¬ 
las sao sintetizadas. Os genomas 
transportam outros tipos de infor¬ 
magao que ainda nao tenhamos 
descoberto? 

• As celulas fazem urn grande es- 
forgo para corrigir erros nos pro- 
cessos de replicagao de DNA, 
transcrigao, splicing e tradugao. 
Existem estrategias analogas para 
corrigir erros na selegao de quais 
genes serao expressos em urn tipo 
determinado de celula? Poderia a 
grande complexidade da iniciagao 
da transcrigao em plantas e ani- 
mais refletir essa estrategia? 


podem ser encontradas nas diferengas quimicas entre eles. A ribose, como a glicose e ou¬ 
tros carboidratos simples, pode ser formada a partir de formaldeido (HCHO), um com- 
posto quimico simples facilmente produzido em experimentos laboratoriais que tentam 
simular as condigoes da Terra primitiva. O agucar desoxirribose e mais dificil de produzir 
e, nas celulas atuais, e produzido a partir da ribose em uma reagao catalisada por uma 
enzima proteica, sugerindo que a ribose precedeu a desoxirribose nas celulas. Possivel- 
mente, o DNA apareceu no cenario mais tarde, porem provou ser mais adaptado do que 
o RNA como um repositorio permanente da informagao genetica. Particularmente, a de¬ 
soxirribose na sua cadeia principal de agucar-fosfato produz cadeias de DNA quimica- 
mente mais estaveis que as cadeias de RNA, de tal forma que os DNAs de comprimentos 
maiores podem ser mantidos sem quebras. 

As outras diferengas entre RNA e DNA - a estrutura em dupla-helice do DNA e 
o uso da timina em vez da uracila - incrementam ainda mais a estabilidade do DNA, 
fazendo com que os muitos acidentes inevitaveis que ocorrem na molecula sejam mais 
faceis de serem reparardos, como discutido em detalhes no Capitulo 5 (ver p. 271-273). 

Resumo 

De acordo com nosso conhecimento a respeito dos organismos atuais e das moleculas que 
eles contem, e provavel que o desenvolvimento dos mecanismos autocataliticos distinti- 
vos fundamentais para os sistemas vivos tenha comegado com a evolugao defamilias de 
moleculas de RNA que podiam catalisar sua propria replicagao. E presumwel que o DNA 
tenha sido uma aquisigao tardia: conforme o acumulo de catalisadores proteicos permitiu 
a evolugao de celulas mais eficientes e complexas, a dupla-helice de DNA substituiu o RNA 
como uma molecula mais estavel para o armazenamento da crescente quantidade de in- 
formagao genetica necessaria para essas celulas. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 


Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

6-1 As consequencias de erros na transcrigao sao menos 
graves do que as de erros na replicagao de DNA. 

6-2 Visto que os mtrons sao, em sua maioria, “lixo” geneti¬ 
co, nao ha necessidade de remove-los com exatidao durante 
o splicing do RNA. 

6-3 O pareamento oscilante ocorre entre a primeira posi- 
gao do codon e a terceira posigao do anticodon. 

6-4 Durante a smtese das proteinas, a termodinamica do 
pareamento de bases entre tRNAs e mRNAs define o limite 
superior para a exatidao com a qual as moleculas de protema 
serao sintetizadas. 



Figura Q6-1 Supertorgoes adjacentes a uma RNA-polimerase em movimento. 

6-7 Voce liga uma molecula de RNA-polimerase a uma la¬ 
mina de vidro e permite que ela inicie a transcrigao de um 
DNA-molde que esta preso a uma microesfera magnetica 
como ilustrado na Figura Q6-2. Se o DNA com a sua micro¬ 
esfera magnetica ligada move-se em relagao a RNA-polime¬ 
rase como indicado na figura, em que diregao a microesfera 
ira girar? 


6-5 Acredita-se que as enzimas proteicas superem enor- 
memente em numero as ribozimas nas celulas modernas 
porque elas podem catalisar uma variedade muito maior de 
reagoes e todas elas tern taxas de reagao mais rapidas do que 
as de qualquer ribozima. 

Discuta as questoes a seguir. 

6-6 Em que diregao, sobre o molde, deve a RNA-polimerase 
da Figura Q6-1 se mover para gerar as estruturas em super- 
torgao ilustradas? Voce esperaria que fossem geradas super¬ 
torgoes se a RNA-polimerase pudesse girar livremente em tor- 
no do eixo do DNA a medida que progredisse sobre o molde? 




Figura Q6-2 Sistema para a 
medigao da rotagao do DNA 
provocada pela RNA-polimerase. 
0 fma prende a microesfera na 
vertical (mas nao interfere na sua 
rotagao), e as pequenas esferas 
fluorescentes ligadas permitem 
que o sentido do movimento seja 
visualizado ao microscopio. A 
RNA-polimerase e mantida no lu- 
gar por fixagao a lamina de vidro. 
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(A) GENE DA a-TROPOMIOSINA HUMANA 


4 5 6 910 

-I- M+++ 


78 11 12 


(B) QUATRO DIFERENTES VARIANTES DE SPLICING 



Figura Q6-3 mRNAs que sofreram splicing alternative a partir do gene da 
a-tropomiosina humana. (A) Os exons no gene da a-tropomiosina humana. 
As localizagoes e tamanhos relativos dos exons sao mostrados pelos retangu- 
los azuis e vermelhos, com exons alternatives em vermelho. (B) Padroes de 
splicing de quatro mRNAs de a-tropomiosina. 0 splicing esta indicado pelas 
linhas que conectam os exons que sao incluidos no mRNA. 

6-8 O gene da a-tropomiosina humana sofre splicing al¬ 
ternative, produzindo diferentes formas de mRNA de a-tro¬ 
pomiosina em diferentes celulas (Figura Q6-3). Para todas 
as formas de mRNA, as sequencias de protemas codifica- 
das pelo exon 1 sao as mesmas, assim como as sequencias 
da proteina codificadas pelo exon 10. Os exons 2 e 3 sao 
exons alternativos usados em diferentes RNAs, assim como 
os exons 7 e 8. Qual das afirmagoes a seguir, referentes aos 
exons 2 e 3, e a mais exata? Essa afirmagao tambem e a mais 
exata em relagao aos exons 7 e 8? Justifique suas respostas. 

A. Os exons 2 e 3 devem apresentar o mesmo numero de 
nucleotideos. 

B. Cada um dos exons 2 e 3 deve conter um numero inte¬ 
gral de codons (ou seja, o numero de nucleotideos dividido 
por 3 deve ser inteiro). 

C. Cada um dos exons 2 e 3 deve conter um numero de nu¬ 
cleotideos que, quando dividido por 3, deixa o mesmo resto 
(ou seja, 0,1 ou 2). 

6-9 Apos o tratamento de celulas com um composto qui- 
mico mutagenico, voce isola duas linhagens. Uma das li- 
nhagens apresenta alanina e outra apresenta metionina 
em um sitio proteico que normalmente conteria valina 
(Figura Q6-4). Apos novo tratamento desses dois mutan- 
tes com o mutagenico, voce isola mutantes de cada um 
que agora apresentam treonina no sitio original de valina 
(Figura Q6-4). Assumindo que todas as mutagoes envolvem 
uma unica substituigao nucleotidica, deduza os codons que 
foram usados para valina, metionina, treonina e alalina no 
sitio afetado. Voce esperaria ser capaz de isolar mutantes 
para treonina a partir da linhagem original em apenas uma 
etapa? 


Primeiro Ala 
tratamento. 


;nto^ 

I 

X X 


Segundo 

tratamento 


Thr 


Figura Q6-4 Dois ciclos de mutage- 
nese e os aminoacidos alterados em 
uma unica posigao da proteina. 


6-10 Qual das seguintes alteragoes mutacionais voce con- 
sidera ser a mais deleteria para a fungao do gene? Justifique 
suas respostas. 

1. Insergao de um unico nucleotideo proximo ao fim da 
sequencia codificadora. 

2. Remogao de um unico nucleotideo proximo ao inicio 
da sequencia codificadora. 

3. Delegao de tres nucleotideos consecutivos no meio da 
sequencia codificadora. 

4. Substituigao de um nucleotideo por outro no meio 
da sequencia codificadora. 

6-11 Tanto os procariotos quanto os eucariotos protegem- 
-se contra os perigos da tradugao de mRNAs danificados. 
Que perigos mRNAs danificados podem oferecer a celula? 

6-12 As chaperonas moleculares semelhantes a hsp60 e 
as hsp70 compartilham afinidade por regioes hidrofobi- 
cas expostas em protemas, usando-as como indicadores de 
enovelamento incompleto. Por que voce supoe que regioes 
hidrofobicas sirvam como sinais indicadores do padrao de 
enovelamento de uma proteina? 

6-13 A maioria das protemas requer chaperonas molecu¬ 
lares para auxiliar seu enovelamento correto. Como voce 
acha que as proprias chaperonas conseguem se enovelar 
corretamente? 

6-14 O que ha de tao especial a respeito do RNA para que 
se tenha formulado a hipotese de ele ser o precursor evoluti- 
vo do DNA e das protemas? O que torna o DNA um material 
melhor do que o RNA para a fungao de armazenamento de 
informagoes geneticas? 

6-15 Se uma molecula de RNA pudesse formar uma estrutu- 
ra em grampo com uma alga interna simetrica, como ilustrado 
na Figura Q6-5, poderia o complemento desse RNA formar 
uma estrutura semelhante? Em caso positivo, existiriam re¬ 
gioes de identidade entre essas duas estruturas? Quais? 

C-U Figura Q6-5 Estrutura de RNA em grampo 

5'_G-c-a C-C-G s contendo uma alga interna simetrica. 

ii ii n ii ii ii u 

3-C-G-U G-G-C' 

\ / 

A-C 

6-16 Imagine um lago com uma fonte termal na Terra pri¬ 
mordial. Processos ao acaso acabaram de originar uma unica 
copia de uma molecula de RNA com um sitio catalitico que 
pode realizar a replicagao do RNA. Essa molecula de RNA se 
enovela em uma estrutura que e capaz de ligar nucleotideos 
de acordo com as instrugoes de um molde de RNA. Dado um 
fornecimento adequado de nucleotideos, sera essa molecula 
de RNA capaz de utilizar a si mesma como um molde para 
catalisar a sua propria replicagao? Justifique sua resposta. 


Met 
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Controle da expressao genica 

O DNA de um organismo codifica todas as moleculas de RNA e de protemas necessarias 
para a construgao de suas celulas. Apesar disso, uma descrigao completa da sequencia 
de DNA de um organismo - seja ela de alguns milhoes de nucleotideos, como em uma 
bacteria, ou de alguns bilhoes de nucleotideos, como em um humano - nao nos possi- 
bilita reconstruir esse organismo, assim como uma lista de palavras em ingles nao nos 
permite reconstruir uma pega de Shakespeare. Em ambos os casos, o problema e co- 
nhecer como os elementos em uma sequencia de DNA ou as palavras em uma lista sao 
usados. Em quais condigoes cada produto genico e produzido e, uma vez produzido, o 
que ele faz? 

Neste capitulo, nos concentraremos na primeira metade desse problema - as 
regras e os mecanismos que permitem que um conjunto de genes seja expresso sele- 
tivamente em cada celula. Esses mecanismos operam em diferentes niveis, e nos dis- 
cutiremos cada um desses niveis. Contudo, primeiramente, apresentaremos alguns dos 
principios basicos envolvidos. 

UMA VISAO GERAL DO CONTROLE GENICO 

Os diferentes tipos celulares em um organismo multicelular diferem drasticamente, tan- 
to em estrutura como em fungao. Se compararmos um neuronio de mamifero com uma 
celula do figado, por exemplo, as diferengas sao tao extremas que e dificil imaginar que 
as duas celulas contenham o mesmo genoma (Figura 7-1). Por essa razao e porque a 
diferenciagao celular com frequencia parecesse irreversivel, os biologos originalmente 
suspeitaram que genes deveriam ser seletivamente perdidos quando uma celula se di- 
ferencia. Agora sabemos, entretanto, que a diferenciagao celular geralmente ocorre sem 
alteragoes na sequencia de nucleotideos do genoma da celula. 

Os diferentes tipos celulares de um organismo multicelular 
contem o mesmo DNA 

Os tipos celulares em um organismo multicelular tornam-se diferentes uns dos outros 
porque eles sintetizam e acumulam diferentes conjuntos de moleculas de RNA e pro- 
teina. A evidencia inicial de que eles fazem isso sem alterar a sequencia do seu DNA veio 
de um conjunto de experimentos classicos em ras. Quando o niicleo de uma celula de 
ra totalmente diferenciada e injetado dentro de um ovulo de ra cujo nucleo tenha sido 
removido, o niicleo doador injetado e capaz de direcionar o ovulo recipiente a produzir 
um girino normal (Figura 7-2A). O girino contem um repertorio completo de celulas di- 
ferenciadas que derivaram de suas sequencias de DNA do niicleo da celula doadora ori¬ 
ginal. Portanto, a celula doadora diferenciada nao pode ter perdido nenhuma sequencia 
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Figura 7-1 Um neuronio e uma celu¬ 
la hepatica compartilham o mesmo 
genoma. As longas ramificagoes desse 
neuronio da retina possibilitam-no receber 
sinais eletricos de muitos outros neuronios 
e transmitir esses sinais para neuronios 
vizinhos. A celula hepatica, que esta ilus- 
trada na mesma escala, esta envolvida em 
muitos processos metabolicos, incluindo 
a digestao e a destoxificagao do alcool 
e de outras drogas. Ambas as celulas de 
mamiferos contem o mesmo genoma, mas 
expressam conjuntos de RNAs e protefnas 
diferentes. (Neuronio adaptado de 
S. Ramon y Cajal, Histologie du Systeme 
Nerveux de I'Homme et de Vertebres, 
1909-191 1. Paris: Maloine; reimpresso, 
Madrid: C.S.I.C, 1972.) 
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Figura 7-2 Celulas diferenciadas contem to- 
das as instrugoes geneticas necessarias para 
dirigir a formagao de um organismo comple- 

to. (A) 0 nucleo de uma celula da pele de uma 
ra adulta transplantada em um ovulo que teve 
seu nucleo retirado pode dar origem a um girino 
completo. A seta tracejada indica que, para dar 
ao genoma transplantado tempo para ajustar-se 
ao meio embrionario, e necessario um passo de 
transference adicional no qual um dos nucleos 
e retirado de um embriao inicial que comega seu 
desenvolvimento e e recolocado em um segundo 
ovulo que teve o nucleo retirado. (B) Em muitos 
tipos de plantas, as celulas diferenciadas retem 
a habilidade de "diferenciar-se", de forma que 
uma unica celula pode formar um clone de ce¬ 
lulas da progenie que mais tarde darao origem a 
uma planta completa. (C) Um nucleo removido 
de uma celula diferenciada de uma vaca adulta e 
introduzido em um ovulo que teve seu nucleo re¬ 
tirado de uma celula de uma vaca diferente pode 
dar origem a um bezerro. Bezerros diferentes 
produzidos a partir do mesmo doador de celulas 
diferenciadas sao todos clones do doador, sendo, 
portanto, geneticamente identicos. (A, modifica- 
da deJ.B. Gurdon, Sci. Am. 219:24-35, 1968.) 


de DNA importante. Chegou-se a uma conclusao similar a partir de experimentos reali- 
zados em plantas. Quando fragmentos diferenciados de tecido vegetal sao colocados em 
cultura e ; entao, dissociados em celulas isoladas, frequentemente uma dessas celulas 
individual pode regenerar uma planta adulta inteira (Figura 7-2B). O mesmo principio 
tern sido demonstrado mais recentemente em mamiferos, como ovelhas, gado, porcos, 
cabras, caes e camundongos (Figura 7-2C). 

Mais recentemente, o sequenciamento detalhado do DNA tern confirmado a con¬ 
clusao de que mudangas na expressao genica responsaveis pelo desenvolvimento de or- 
ganismos multicelulares geralmente nao envolvem mudangas na sequencia de DNA do 
genoma. 

Diferentes tipos celulares sintetizam diferentes conjuntos de 
RNAs e protefnas 

Como um primeiro passo para entender a diferenciagao celular, gostariamos de saber 
quantas diferengas existem entre um tipo celular e outro. Embora ainda nao saibamos 
a resposta exata a essa questao fundamental, podemos fazer varias afirmagoes gerais. 

1. Muitos processos sao comuns a todas as celulas, e quaisquer duas celulas em um 
unico organismo, portanto, possuem muitos produtos genicos em comum. Esses 
incluem as protefnas estruturais dos cromossomos, RNA e DNA-polimerases, enzi- 
mas de reparo do DNA, protefnas ribossomicas e RNAs, enzimas que catalisam as 
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reagoes centrais do metabolismo e muitas das protemas que formam o citoesque- 
leto, como a actina (Figura 7-3A). 

2. Algumas protemas e RNAs sao abundantes nas celulas especializadas nas quais 
elas atuam e nao podem ser detectadas em nenhum outro local, mesmo por testes 
sensiveis. A hemoglobina, por exemplo, e expressa especificamente nas hemacias, 
onde ela carrega o oxigenio molecular, e a enzima tirosina aminotransferase (que 
decompoe a tirosina do alimento) e expressa no figado, nao sendo sintetizada na 
maioria dos outros tecidos (Figura 7-3B). 

3. Estudos sobre o mirnero de RNAs diferentes sugerem que, a qualquer momento, 
uma celula humana tipica expressa cerca de 30 a 60% dos seus aproximadamen- 
te 30 mil genes em algum nivel. Existem cerca de 21 mil genes codificadores de 
protemas e aproximadamente 9 mil genes de RNA nao codificadores em huma- 
nos. Quando os padroes de expressao de RNA em diferentes linhagens celulares 
humanas sao comparados, observa-se que o nivel de expressao de praticamente 
todos os genes varia de um tipo celular para outro. Algumas dessas diferengas sao 
surpreendentes, como aquelas da hemoglobina e de tirosina aminotransferase 
citadas anteriormente, mas a maioria e muito mais sutil. Contudo, mesmo genes 
expressos em todos os tipos celulares geralmente variam seu nivel de expressao de 
um tipo celular para outro. 

4. Ainda que existam diferengas marcantes nos niveis de RNAs codificadores 
(mRNAs) em tipos celulares especializados, elas subestimam a gama completa de 
diferengas no padrao final de produgao de protemas. Como veremos neste capitu- 
lo, existem muitos passos apos a produgao do RNA nos quais a expressao genica 
pode ser regulada. E, como vimos no Capitulo 3, as protemas sao frequentemente 
modificadas de forma covalente, apos serem sintetizadas. As diferengas radicais 
na expressao genica entre tipos celulares sao, portanto, reveladas de maneira mais 
completa por meio de metodos que acessam diretamente os niveis de protemas 
juntamente com suas modificagoes pos-traducionais (Figura 7-4). 


Sinais externos podem induzir uma celula a alterar a expressao de 
seus genes 

Ainda que celulas especializadas em um organismo multicelular possuam padroes de 
expressao genica caracteristicos, cada celula e capaz de alterar seu padrao de expressao 


Figura 7-3 Diferengas nos niveis de 
RNA para dois genes humanos em 
sete tecidos diferentes. Para se obter 
dados de RNA pela tecnica de RNA-seq 
(ver p. 447), o RNA foi coletado de li¬ 
nhagens celulares humanas crescidas em 
cultura, derivadas de cada um dos sete 
tecidos indicados. Milhoes de "leituras de 
sequencia" foram obtidas e mapeadas 
atraves do genoma humano por meio da 
correspondence entre as sequences de 
RNA e a sequencia de DNA do genoma. 

A cada posigao ao longo do genoma, a 
altura do trago colorido e proporcional 
ao numero de leituras de sequencia que 
correspondem a sequencia do genoma 
naquele ponto. Como visto na figura, as 
sequences dos exons nos genes transcri- 
tos estao presentes em altos niveis, refle- 
tindo a sua presenga nos mRNAs maduros. 
As sequencias dos fntrons estao presentes 
em niveis muito mais baixos e refletem 
moleculas de pre-mRNA que ainda nao 
sofreram splicing e sequencias de fntrons 
que ja foram removidas por splicing, mas 
ainda nao foram degradadas. (A) Gene 
que codifica a actina "multiuso", o princi¬ 
pal componente do citoesqueleto. Observe 
que a extremidade da esquerda do mRNA 
maduro da p-actina nao e traduzida em 
protefna. Como explicado posteriormente 
neste capitulo, muitos mRNAs possuem 
regioes 5' nao traduzidas que regulam 
a tradugao dos mesmos em protefnas. 

(B) 0 mesmo tipo de dado apresentado 
para a enzima tirosina aminotransferase, 
que e altamente expressa em celulas hepa- 
ticas, nao sendo expressa nos demais tipos 
celulares testados. (Informagoes de ambas 
as imagens obtidas da Universidade da 
California, Santa Cruz, Genome Browser 
[http://genome.ucsc.edu], que fornece 
esse tipo de informagao para cada gene 
humano. Ver tambem S. Djebali et al., 
Nature 489:101-108, 2012.) 
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Figura 7-4 Diferengas nas proteinas 
expressas por dois tecidos humanos: 
(A) cerebro e (B) fi'gado. Em cada painel, 
as proteinas estao mostradas usando-se a 
eletroforese em gel de poliacrilamida bidi- 
mensional (ver p. 452-454). As proteinas 
foram separadas pelo peso molecular 
(de cima para baixo ) e pelo ponto isoele- 
trico, o pH no qual a proteina nao possui 
carga liquida (da direita para a esquerda). 
Os pontos de proteina coloridos artificial- 
mente em vermelho sao comuns a ambas 
as amostras; os em azul sao especificos 
aquele tecido. As diferengas entre as duas 
amostras de tecido subestimam bastante 
suas similaridades: mesmo para as protei¬ 
nas compartilhadas entre os dois tecidos, 
sua abundancia relativa normalmente e 
diferente. Observe que essa tecnica separa 
as proteinas tanto por tamanho como por 
carga; portanto uma proteina que possua, 
por exemplo, varios estados diferentes de 
fosforilagao aparecera como uma serie 
de pontos horizontais (ver parte superior 
a direita do painel direito). Somente uma 
porgao pequena do espectro completo de 
proteinas e mostrada em cada amostra. 

Os metodos baseados em espectro- 
metria de massa (ver p. 455-457) forne- 
cem informagao muito mais detalhada, 
incluindo a identidade de cada proteina, a 
posigao de cada modificagao e a natureza 
de cada modificagao. (Cortesia de Tim My¬ 
ers e Leigh Anderson, Large Scale Biology 
Corporation.) 


(A) Cerebro humano (B) Figado humano 



Acido Ponto isoeletrico Basico 


genica em resposta a sinais extracelulares. Se uma celula do figado e exposta a um hor- 
monio glicocorticoide, por exemplo, a produgao de um grupo de proteinas especificas 
aumenta drasticamente. Liberados no corpo durante periodos de inanigao ou exercicio 
intenso, os glicocorticoides sinalizam ao figado para aumentar a produgao de energia a 
partir de aminoacidos e outras pequenas moleculas; o conjunto de proteinas cuja pro¬ 
dugao e induzida inclui a enzima tirosina aminotransferase, mencionada anteriormente. 
Quando o hormonio nao esta mais presente, a produgao dessas proteinas diminui para o 
seu nivel normal, nao estimulado, nas celulas do figado. 

Outros tipos celulares respondem de modo diferente aos glicocorticoides. As celu¬ 
las adiposas, por exemplo, reduzem a produgao de tirosina aminotransferase, enquanto 
alguns outros tipos celulares simplesmente nao respondem aos glicocorticoides. Esses 
exemplos ilustram a caracteristica geral da especializagao celular: diferentes tipos ce¬ 
lulares frequentemente respondem de maneiras bastante diversas para o mesmo sinal 
extracelular. Outras caracteristicas do padrao de expressao genica nao mudam e dao a 
cada tipo celular suas propriedades particulares. 

A expressao genica pode ser regulada em muitas etapas no 
caminho que vai do DNA ao RNA e ate a proteina 

Se as diferengas entre os varios tipos celulares dependem dos genes particulares que a 
celula expressa, em qual nivel o controle da expressao genica e exercido? Como vimos 
no capitulo anterior, existem muitos passos no caminho que leva do DNA a proteina. 
Agora sabemos que todos eles podem, em principio, ser regulados. Portanto, uma ce¬ 
lula pode controlar as proteinas que produz (1) controlando quando e como um deter- 
minado gene e transcrito (controle transcricional), (2) controlando como o transcrito 
de RNA e submetido a splicing ou e processado (controle do processamento de RNA), 
(3) selecionando quais mRNAs completos sao exportados do nucleo para o citoplasma 
e determinando onde no citoplasma eles ficam localizados (controle do transporte e 
da localizagao de RNA), (4) selecionando quais mRNAs no citoplasma sao traduzidos 
pelos ribossomos (controle traducional), (5) desestabilizando seletivamente certas mo¬ 
leculas de mRNA no citoplasma (controle da degradagao do mRNA) ou (6) ativando, 
inativando, degradando ou compartimentalizando seletivamente moleculas de proteina 
especificas apos a sua produgao (controle da atividade proteica) (Figura 7-5). 

Para a maioria dos genes, os controles transcricionais sao os mais importantes. 
Isso faz sentido porque, de todos os possiveis pontos de controle ilustrados na Figura 7-5, 
somente o controle transcricional garante que a celula nao sintetizara intermediaries 
superfluos. Nas segoes seguintes, discutiremos os componentes de DNA e proteina que 
desempenham essa fungao regulando o inicio da transcrigao genica. Nos retornaremos, 
entao, ao tema das formas adicionais de regulagao da expressao genica. 

Resumo 

O genoma de uma celula contem, em sua sequencia de DNA, a informagao para fazer 
muitos milhares de moleculas diferentes de proteina e de RNA. Uma celula normalmente 
expressa somente uma fragao dos seus genes, e os diferentes tipos de celulas em organismos 
multicelulares surgem porque diferentes conjuntos de genes sao expressos. Alem disso, as 
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Figura 7-5 Seis etapas nas quais a 
expressao genica eucariotica pode ser 
controlada. Os controles que operam 
nas etapas de 1 a 5 sao discutidos neste 
capftulo. A etapa 6, a regulagao da ativida¬ 
de proteica, ocorre majoritariamente por 
modificagoes covalentes pos-traducionais, 
incluindo fosforilagao, acetilagao e ubiqui- 
tinagao (ver Tabela 3-3, p. 165). A etapa 6 
foi introduzida no Capftulo 3 e e discutida 
subsequentemente em varios capftulos ao 
longo do livro. 


celulas podem alterar o padrao de genes que elas expressam em resposta a mudangas em 
seu meio ambiente, como sinais de outras celulas. Embora todas as etapas envolvidas na 
expressao de um gene possam em prindpio ser reguladas, para a maioria dos genes a ini- 
ciagao da transcrigao do RNA e o ponto de controle mais importante. 


CONTROLE DA TRANSCRIGAO POR PROTEINAS DE 
UGAgAO AO DNA DE SEQUENCIA ESPECIFICA 


Como uma celula determina quais dos seus milhares de genes devem ser transcritos? 
Talvez o conceito mais importante, aquele que se aplica a todas as especies da Terra, es- 
teja baseado em um grupo de proteinas conhecidas como reguladores da transcrigao 
(ou transcricionais). Essas proteinas reconhecem sequencias especificas de DNA (ge- 
ralmente com 5 a 10 pares de nucleotideos de comprimento) que sao frequentemente 
denominadas sequencias reguladoras c/s-atuantes, pois devem estar no mesmo cro- 
mossomo (ou seja, em cis) em que se localizam os genes que elas controlam. Os regu¬ 
ladores transcricionais ligam-se a essas sequencias, que se encontram dispersas pelos 
genomas, e essas ligagoes dao imcio a uma serie de reagoes que, por ultimo, especificam 
quais genes serao transcritos e em quais taxas. Aproximadamente 10% dos genes codifi- 
cadores de proteinas da maioria dos organismos produzem reguladores transcricionais, 
tornando essa uma das maiores classes de proteinas nas celulas. Na maioria dos casos, 
um dado regulador transcricional reconhece as suas proprias sequencias reguladoras 
ds-atuantes, que sao diferentes daquelas reconhecidas por todos os outros reguladores 
presentes na celula. 

A transcrigao de cada gene e, por sua vez, controlada por seu conjunto particular de 
sequencias reguladoras czs-atuantes. Essas sequencias geralmente residem proximas ao 
gene, com frequencia na regiao intergenica diretamente a montante do ponto de imcio 
de transcrigao do gene. Ainda que alguns poucos genes sejam controlados por uma unica 
sequencia reguladora cis- atuante, que e reconhecida por um unico regulador transcricio¬ 
nal, a maioria dos genes possui arranjos complexos de sequencias reguladoras ds-atuan- 
tes, cada uma delas sendo reconhecida por um regulador transcricional diferente. Desse 
modo, as posigoes, identidade e arranjo das sequencias reguladoras ds-atuantes - que 
correspondem a uma parte importante da informagao embutida no genoma - determi¬ 
nant em ultima analise, o momento e o local em que cada gene e transcrito. 

Iniciaremos nossa discussao descrevendo como reguladores transcricionais reco¬ 
nhecem sequencias reguladoras ds-atuantes. 

A sequencia de nucleotideos da dupla-helice de DNA pode ser 
lida por proteinas 

Como discutido no Capitulo 4, o DNA em um cromossomo consiste em uma dupla-helice 
muito longa que possui um sulco maior e um menor (Figura 7-6). Reguladores transcri¬ 
cionais devem ser capazes de reconhecer sequencias reguladoras ds-atuantes pequenas e 
especificas localizadas dentro dessa estrutura. Quando descobertas pela primeira vez na 
decada de 1960, pensava-se que essas proteinas deveriam necessitar de um acesso direto 
ao interior da dupla-helice para poder distinguir diferentes sequencias de DNA. Entre- 
tanto, sabe-se hoje que a porgao exterior da dupla-helice e cravejada com informagao de 
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Figura 7-6 Estrutura de dupla-helice 
do DNA. Modelo de preenchimento de 
espagos do DNA mostrando os sulcos 
maior e menor na parte externa da dupla- 
-helice (ver Animagao 4.1). Os atomos 
estao coloridos da seguinte forma: car- 
bono, azul mais escuro; nitrogenio, azul 
maisclaro; hidrogenio, branco ; oxigenio, 
vermelho; fosforo, amarelo. 
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Figura 7-7 Como os diferentes pares 
de bases no DNA podem ser reconhe- 
cidos a partir das suas bordas sem a 
necessidade de abrir a dupla-helice. 

As quatro possiveis combinagoes de pares 
de bases estao mostradas, com os possf- 
veis doadores de ligagoes de hidrogenio 
indicados em azul, os possiveis aceptores 
de ligagoes de hidrogenio indicados em 
vermelho, e as ligagoes de hidrogenio e 
os pares de bases propriamente ditos 
como uma serie de pequenas linhas para- 
lelas vermelhas. Grupos metila, que for- 
mam protuberancias hidrofobicas, estao 
mostrados em amarelo, e os atomos de 
hidrogenio que estao ligados a carbonos 
e, portanto, nao estao disponiveis para 
formar ligagoes de hidrogenio estao em 
branco. A partir do sulco maior, cada uma 
das quatro configuragoes de pares de 
bases projeta urn padrao unico de carac- 
terfsticas. (De C. Branden e J. Tooze, Intro¬ 
duction to Protein Structure, 2nd ed. New 
York: Garland Publishing, 1999.) 


sequencia de DNA que os reguladores transcricionais sao capazes de reconhecer: a ex- 
tremidade de cada par de bases apresenta um padrao particular de doadores de ligagoes 
de hidrogenio, aceptores de ligagoes de hidrogenio e porgoes hidrofobicas em ambos os 
sulcos maior e menor (Figura 7-7). Como o sulco maior e mais amplo e possui mais in- 
formagoes moleculares que o sulco menor, praticamente todos os reguladores transcri¬ 
cionais realizam a maioria dos seus contatos com o sulco maior, como veremos adiante. 

Reguladores da transcrigao contem motivos estruturais que 
podem ler sequences de DNA 

O reconhecimento molecular na biologia geralmente depende de um encaixe exato en- 
tre as superficies de duas moleculas, e o estudo dos reguladores transcricionais forneceu 
alguns dos exemplos mais claros desse principio. Um regulador transcricional reconhe- 
ce uma sequencia reguladora ds-atuante especifica porque a superficie da protema e 
extensivamente complementar as caracteristicas de superficie que sao particulares a 
dupla-helice que apresenta essa sequencia. Cada regulador transcricional faz um grande 
numero de contatos com o DNA, envolvendo ligagoes de hidrogenio, ligagoes ionicas e 
interagoes hidrofobicas. Embora cada contato individual seja fraco, os aproximadamen- 
te 20 contatos que normalmente sao formados em uma interface protema-DNA somam- 
-se para assegurar que a interagao seja altamente especifica e muito forte (Figura 7-8). 
De fato, as interagoes DNA-protema incluem algumas das interagoes moleculares mais 
fortes e mais especificas conhecidas na biologia. 

Embora cada exemplo de reconhecimento protema-DNA seja unico quanto aos de- 
talhes, os estudos de cristalografia por raios X e de espectroscopia por ressonancia mag- 
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netica nuclear (RMN) de centenas de reguladores transcricionais tern revelado que muitas 
protemas contem um ou outro motivo de um pequeno conjunto de motivos estruturais de 
ligagao ao DNA (Painel 7-1). Esses motivos geralmente usam a-helices ou folhas p para 
se ligarem ao sulco maior do DNA. As cadeias laterals dos aminoacidos que se estendem a 
partir desses motivos proteicos realizam os contatos especificos com o DNA. Portanto, um 
dado motivo estrutural pode ser usado para reconhecer muitas sequencias reguladoras 
ds-atuantes dependendo das cadeias laterals especificas presentes. 

A dimerizagao de reguladores da transcrigao aumenta a afinidade 
e a especificidade deles por DNA 

Um monomero de um regulador transcricional tipico reconhece cerca de 6 a 8 pares de 
nucleotideos de DNA. Entretanto, protemas ligadoras de DNA sequencia-especificas nao 
se ligam firmemente a uma unica sequencia de DNA e rejeitam todas as outras; em vez 
disso, elas reconhecem uma gama de sequencias intimamente relacionadas, com a afi¬ 
nidade da protema pelo DNA variando de acordo com o quanto o DNA se assemelha a 
sequencia otima para cada protema ligadora. Como consequencia, sequencias regula¬ 
doras ds-atuantes sao frequentemente representadas como "logos” que mostram a gama 
de sequencias reconhecidas por um regulador transcricional em particular (Figura 7-9A 
e B). No Capitulo 6, vimos essa mesma representagao sendo usada para mostrar a ligagao 
da RNA-polimerase a promotores (ver Figura 6-12). 

A sequencia de DNA reconhecida por um monomero nao contem informagao su- 
ficiente que possibilite que ela seja selecionada a partir do conjunto total de sequencias 
presentes, pois a mesma pode ocorrer de forma aleatoria ao longo de todo o genoma. Por 
exemplo, espera-se que 1 sequencia exata de DNA de seis nucleotideos ocorra por acaso, 
aproximadamente 1 vez a cada 4.096 nucleotideos (4 6 ), e que a gama de sequencias de 
seis nucleotideos descritas por um logo tipico seria esperada por acaso de maneira muito 
mais frequente, talvez a cada 1.000 nucleotideos. Claramente, para um genoma bacteria- 
no de 4,6 x 10 6 pares de nucleotideos, para nao mencionar um genoma de um mamifero, 
de 3 x 10 9 pares de nucleotideos, essa informagao e insuficiente para controlar de forma 
precisa a transcrigao de genes individuals. Portanto, contribuigoes adicionais a especi¬ 
ficidade de ligagao ao DNA devem estar presentes. Muitos reguladores transcricionais 
formam dimeros, com ambos os monomeros realizando contatos praticamente identicos 
com o DNA (Figura 7-9C). Esse arranjo duplica o tamanho da sequencia reguladora cis- 
-atuante reconhecida e aumenta grandemente tanto a afinidade quanto a especificidade 
da ligagao do regulador transcricional. Como a sequencia de DNA reconhecida pela pro¬ 
tema aumenta de aproximadamente 6 para 12 pares de nucleotideos, existe um numero 
muito menor de ocorrencias aleatorias dessa sequencia no genoma. 


Figura 7-8 A ligagao de um regulador 
da transcricigao a uma sequencia de 
DNA espedfica. A esquerda, um unico 
contato e mostrado entre um regulador 
transcricional e o DNA; tais contatos permi- 
tem a proteina "ler" a sequencia do DNA. 
A direita, o conjunto completo de conta¬ 
tos entre o regulador transcricional (um 
membra da familia de homeodonmnios 
- ver Painel 7-1) e sua sequencia regula¬ 
dora c/s-atuante e mostrado. A porgao 
de ligagao ao DNA da proteina possui 60 
aminoacidos de extensao. Ainda que as 
interagoes no sulco maior sejam as mais 
importantes, a proteina tambem estabe- 
lece contatos com o sulco menor e com 
os fosfatos da cadeia principal de agucar- 
-fosfato do DNA. (Ver C. Wolberger et al., 
Cell 67:517-528, 1991.) 











PROTEINAS HELICE-VOLTA-HELICE 
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Originalmente identificado em reguladores transcricionais bacterianos, esse 
motivo tern sido encontrado em centenas de protefnas de liga^ao ao DNA de 
eucariotos e procariotos. Ele e construfdo a partir de duas a-helices ( azul e 
vermelha) conectadas por uma pequena cadeia estendida de aminoacidos, 
que constitui a "volta". As duas helices sao mantidas em urn angulo fixo, 
principalmente por meio de interagoes entre as duas helices. 

A helice mais C-terminal (em vermelho) e denominada helice de 
reconhecimento porque ela se encaixa no sulco maior do DNA; suas cadeias 
laterais de aminoacidos, que diferem de uma protefna para outra, 
desempenham urn papel importante no reconhecimento da sequencia de 
DNA especffica a qual a protefna se liga. Todas as protefnas mostradas aqui 
ligam-se ao DNA como dfmeros nos quais as duas copias da helice de 
reconhecimento (em vermelho) estao separadas por exatamente uma volta 
de helice de DNA (3,4 nm); portanto, ambas as helices de reconhecimento do 
dfmero podem se encaixar no sulco maior do DNA. 


PROTEfNAS DE HOMEODOIVNNIO 



Nao muito tempo depois dos primeiros reguladores transcricionais terem sido 
descobertos em bacterias, analises geneticas nas moscas-das-frutas Drosophila 
levaram a caracteriza^ao de uma importante classe de genes, os genes 
seletores homeoticos, que desempenham urn papel crucial na orquestragao 
do desenvolvimento da mosca (discutido no Capftulo 21). 

Foi mostrado posteriormente que esses genes codificavam reguladores 
transcricionais que se ligam ao DNA por meio de motivos estruturais 
denominados homeodommios. Duas perspectivas diferentes da mesma 
estrutura sao mostradas. (A) O homeodomfnio e enovelado em tres a-helices, 
que sao unidas firmemente por intera^oes hidrofobicas. A parte contendo as 
helices 2 e 3 assemelha-se muito ao motivo helice-volta-helice. (B) A helice de 
reconhecimento (helice 3, vermelho) estabelece contatos importantes com o 
sulco maior do DNA. A asparagina (Asn) da helice 3, por exemplo, estabelece 
contatos com uma adenina, como mostrado na Figura 7-8. Um bra^o flexfvel 
ancorado a helice 1 estabelece contatos com pares de nucleotfdeos no sulco 
menor (Anima^ao 7.1). 



Fragmento CAP DNA 


PROTEfNAS ZIPER DE LEUCINA 



O motivo ziper de leucina e assim 
denominado devido a forma pela qual as 
duas a-helices, uma de cada monomero, sao 
unidas para formar uma super-helice curta. 
Essas protefnas ligam-se ao DNA como 
dfmeros onde as duas a-helices longas sao 
mantidas unidas por interagoes entre 
cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos 
(frequentemente leucinas) que se estendem 
a partir de um lado de cada helice. Logo 
abaixo da interface de dimeriza^ao, as duas 
a-helices se separam uma da outra para 
formar uma estrutura em forma de Y, que 
possibilita que suas cadeias laterais 
estabele^am contatos com o sulco maior do 
DNA. O dfmero, portanto, aperta a 
dupla-helice como um prendedor de roupas 
em um varal (Anima^ao 7.2). 

































PROTEINAS DE RECONHECIMENTO DE DNA CONTENDO FOLHAS p 


Nos outros motivos de ligagao ao DNA apresentados neste painel, as a-helices sao o mecanismo principal usado para reconhecer 
sequencias de DNA especfficas. Entretanto, em um grande grupo de reguladores transcricionais, uma folha p contendo duas fitas, 
com as cadeias laterais dos aminoacidos se estendendo a partir da folha em diregao ao DNA, le a informagao na superffcie do sulco 
maior. Como no caso de uma a-helice de reconhecimento, esse motivo de folha p pode ser usado para reconhecer muitas sequencias 
de DNA diferentes; a sequencia de DNA exata reconhecida depende da sequencia de aminoacidos que constitui a folha p. 

E mostrado um regulador transcricional que se liga a duas moleculas de S-adenosilmetionina ( vermelho ). A esquerda, um dfmero da 
protefna esta representado; a direita, um diagrama simplificado mostra somente a folha p contendo duas fitas ligada ao sulco maior 
do DNA. 





PROTEINAS DEDO DE ZINCO 


Esse grupo de motivos de ligagao ao DNA inclui 
um ou mais atomos de zinco como componentes 
estruturais. Todos esses motivos de ligagao ao DNA 
coordenados por zinco sao denominados dedos de 
zinco, com a referenda a sua aparencia nas 
primeiras ilustragoes esquematicas produzidas 
{esquerda). Sao classificados em varios grupos 
estruturais distintos, sendo que aqui 
consideraremos apenas um deles. Ele tern uma 
estrutura simples, na qual o atomo de zinco 
mantem uma a-helice e uma folha p unidas 
( centro ). Esse tipo de dedo de zinco com 
frequencia e encontrado formando agrupamentos, 
nos quais a a-helice de cada dedo estabelece 
contatos com o sulco maior do DNA, formando um 
trecho praticamente contfnuo de a-helices ao 
longo desse sulco (Animagao 7.3). Desse modo, 
uma interagao DNA-protefna forte e especffica e 
construida por meio da repeti^ao de uma unidade 
estrutural basica. Tres desses dedos sao mostrados 



DNA 


NH 2 


PROTEINAS HELICE-ALgA-HELICE 

Relacionado ao zfper de leucina, o motivo 
helice-al^a-helice consiste em uma pequena a-helice 
conectada, por meio de uma al^a {vermelha), a uma 
segunda a-helice, mais longa. A flexibilidade da alga 
possibilita que uma helice se volte e se acomode 
contra a outra, formando uma superffcie de 
dimerizagao. Como mostrado, essa estrutura de duas 
helices liga-se ao DNA e a estrutura de duas helices de 
uma segunda protefna, criando um homodfmero ou 
um heterodfmero. Duas a-helices que se estendem a 
partir da interface de dimerizagao realizam contatos 
especfficos com o sulco maior do DNA. 
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Figura 7-9 Reguladores da transcribe) 
e suas sequencias reguladoras 
c/s-atuantes. (A) Representagao da 
sequencia reguladora c/s-atuante Nanog, 
um membra da famflia de homeodomfnios 
que e um regulador-chave em celulas- 
-tronco embrionarias. Essa forma em 
"logotipo" (ver Figura 6-12) mostra que a 
proteina pode reconhecer uma colegao de 
sequencias de DNA intimamente relacio- 
nadas e fornece os pares de nucleotideos 
preferidos a cada posigao. Sequencias 
reguladoras cis -atuantes sao "lidas" como 
DNA de fita dupla, mas normalmente 
apenas uma fita e mostrada em um logo¬ 
tipo. (B) Representagao de uma sequencia 
reguladora c/s-atuante como uma caixa 
colorida. (C) Muitos reguladores da trans¬ 
crigao formam dimeros (homodimeros) 
e heterodimeros. No exemplo mostrado, 
tres especificidades de ligagao a DNA sao 
formadas a partir de dois reguladores 
transcricionais. 



Sequencia reguladora c/s-atuante Nanog 
(A) 


Regulador da transcrigao 



Sequencia reguladora c/s-atuante no genoma 
(B) 



Dimero Dimero Heterodimero 

(C) 


Os heterodimeros sao frequentemente formados a partir de dois reguladores da 
transcrigao diferentes. Os reguladores transcricionais podem formar heterodimeros com 
mais de uma proteina parceira; desse modo, o mesmo regulador transcricional pode ser 
"reusado” para criar diferentes especificidades de ligagao de DNA (ver Figura 7-9C). 


Reguladores da transcrigao ligam-se cooperativamente ao DNA 

No caso mais simples, o conjunto de ligagoes nao covalentes que mantem os dimeros ou 
heterodimeros, mencionados anteriormente, unidos e tao extenso que essas estruturas 
se formam obrigatoriamente e nunca se separam. Nesse caso, a unidade de ligagao e o 
dimero ou heterodimero, e a curva de ligagao para o regulador transcricional (a fragao de 
DNA ligado como uma fungao da concentragao de proteina) assume uma forma expo- 
nencial padrao (Figura 7-10A). 

Em muitos casos, entretanto, os dimeros e heterodimeros encontram-se unidos de 
forma muito fraca; eles existem predominantemente como monomeros em solugao, e, 
ainda assim, os dimeros sao observados na sequencia de DNA apropriada. Nesse caso, 
diz-se que as proteinas ligam-se ao DNA cooperativamente, e a curva que descreve a li¬ 
gagao delas assume uma forma sigmoidal (Figura 7-10B). Ligagao cooperativa significa 
que, em uma gama de concentragoes do regulador transcricional, a ligagao se apresenta 
mais como um fenomeno do tipo “tudo ou nada” do que nao cooperative; ou seja, na 
maior parte das concentragoes proteicas, a sequencia reguladora c/s-atuante esta pra- 
ticamente vazia ou quase totalmente ocupada, encontrando-se raramente em alguma 
condigao intermediary. Uma discussao da matematica subjacente a ligagao cooperativa 
e apresentada no Capitulo 8 (ver Figura 8-79A). 



Figura 7-10 Ocupagao de uma 
sequencia reguladora c/s-atuante por 
um regulador da transcrigao. (A) Liga¬ 
gao nao cooperativa por um heterodimero 
estavel. (B) Ligagao cooperativa por com- 
ponentes de um heterodimero que sao 
predominantemente monomeros em solu¬ 
gao. A forma da curva difere daquela em 
(A) porque a fragao da proteina em uma 
forma competente para se ligar ao DNA 
(o heterodimero) aumenta com o aumento 
na concentragao da proteina. 



Elementos reguladores c/s-atuantes 




(A) (B) 
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A estrutura nucleossomica promove ligagao cooperativa de 
reguladores da transcrigao 

Como acabamos de ver, a ligagao cooperativa de reguladores transcricionais ao DNA 
ocorre com frequencia, pois os monomeros apresentam apenas uma afinidade fraca uns 
pelos outros. Entretanto, existe um segundo mecanismo, indireto, para ligagao coopera¬ 
tiva, originado da estrutura do nucleossomo dos cromossomos eucarioticos. 

Em geral, reguladores transcricionais ligam-se ao DNA em nucleossomos com me- 
nor afinidade do que com o DNA nu, livre de protemas. Existem duas razoes para essa 
diferenga. Primeiro, a superficie da sequencia reguladora ds-atuante reconhecida pelo 
regulador transcricional pode estar voltada para dentro no nucleossomo, em diregao ao 
cerne de histonas, e, portanto, pode nao estar prontamente dispomvel para a protema 
reguladora. Segundo, mesmo que a face da sequencia reguladora czs-atuante esteja ex- 
posta na superficie externa do nucleossomo, muitos reguladores transcricionais alteram 
sutilmente a conformagao do DNA quando se ligam a ele, e essas mudangas geralmente 
deixam de ocorrer devido ao enrolamento apertado do DNA ao redor do cerne de histo¬ 
nas. Por exemplo, muitos reguladores transcricionais induzem uma curvatura ou dobra 
no DNA quando se ligam a ele. 

Vimos, no Capitulo 4, que a remodelagem nucleossomica pode alterar a estrutura do 
nucleossomo, possibilitando que reguladores transcricionais acessem o DNA. Entretanto, 
ainda que na ausencia de remodelagem, reguladores transcricionais podem obter acesso 
limitado ao DNA em um nucleossomo. O DNA na extremidade de um nucleossomo “respira” 
expondo transitoriamente o DNA e permitindo a ligagao de reguladores. Essa “respiragao” 
ocorre a uma taxa muito mais baixa no centro do nucleossomo; portanto as posigoes nas 
quais o DNA sai do nucleossomo sao mais propensas a serem ocupadas (Figura 7-11). 

Essas propriedades do nucleossomo promovem ligagao cooperativa ao DNA por re¬ 
guladores transcricionais. Se uma protema reguladora entra no DNA de um nucleossomo e 
impede que esse DNA seja uma vez mais firmemente enrolado ao redor do cerne do nucle¬ 
ossomo, entao essa protema ira aumentar a afinidade de um segundo regulador transcricio¬ 
nal por uma sequencia reguladora ds-atuante vizinha. Se, alem disso, os dois reguladores 
transcricionais tambem interagirem um com o outro (como anteriormente descrito), entao 
o efeito cooperative sera ainda maior. Em alguns casos, a agao combinada de protemas re- 
guladoras pode eventualmente deslocar o cerne de histonas do nucleossomo por completo. 

A cooperagao entre reguladores transcricionais pode se tornar ainda muito maior 
quando complexos de remodelagem de nucleossomos estiverem envolvidos. Se um regula¬ 
dor transcricional liga-se a sua sequencia reguladora em cis e atrai um complexo de remode- Figura 7-11 Como os nucleossomos 

lagem da cromatina, a agao localizada do complexo de remodelagem pode permitir que um afetam a ligagao de reguladores trans- 
segundo regulador transcricional se ligue de maneira eficiente na vizinhanga. Alem disso, cricionais. 




(A) Sequencia Esta forma aberta ocorre (B) Comparado a sua afinidade pelo DNA nu, um regulador transcricional 

reguladora c/'s-atuante cerca de 1/20 do tempo tipico se ligara com afinidade 20 vezes menor se sua sequencia reguladora 

c/'s-atuante estiver localizada proximo a extremidade de um nucleossomo 



(C) Um regulador transcricional tipico se 
ligara com afinidade cerca de 200 vezes 
menor se a sua sequencia reguladora 
c/'s-atuante estiver localizada no meio 
de um nucleossomo 



(D) Um regulador transcricional pode desestabilizar o nucleossomo, facilitando 
a ligagao de outro regulador transcricional 
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Figura7-12 Um grupo de genes bac- 
terianos pode ser transcrito a partir 
de um unico promotor. Cada um desses 
cinco genes codifica uma enzima diferen- 
te, e todas essas enzimas sao necessarias 
para sintetizar o aminoacido triptofano a 
partir de moleculas mais simples. Os genes 
sao transcritos como uma unica molecula 
de RNA, uma caracteristica que possibilita 
que sua expressao seja coordenada. 

Os conjuntos de genes transcritos como 
uma unica molecula de mRNA sao comuns 
em bacterias. Cada um desses conjuntos e 
denominado operon, porque sua expres¬ 
sao e controlada por uma sequencia regu- 
ladora c/s-atuante denominada operador 
(em verde), situado dentro do promotor. 
(Nesta e em figuras subsequentes, os blo- 
cos em amarelo no promotor representam 
sequences de DNA que se ligam a RNA- 
-polimerase; ver Figura 6-12). 


discutimos como reguladores transcricionais podem trabalhar em pares; na realidade, um 
numero maior de reguladores frequentemente cooperam uns com os outros, usando repeti- 
damente os mesmos principios. Uma ligagao altamente cooperativa de reguladores transcri¬ 
cionais ao DNA provavelmente explica por que muitos sitios em genomas eucarioticos que 
sao ligados por reguladores transcricionais sao “livres de nucleossomos” 

Resumo 

Os reguladores transcricionais reconhecem pequenos trechos de DNA dupla-helice de 
sequencia definida denominadas sequencias reguladoras cis-atuantes, e, desse modo, 
determinam quais dos milhares de genes de uma celula ser do transcritos. Aproximadamente 
10% dos genes codificadores de protemas na maioria dos organismos produzem reguladores 
transcricionais, e eles controlam muitas caractensticas das celulas. Embora cada um desses 
reguladores transcricionais tenha caractensticas unicas, a maioria liga-se ao DNA como ho- 
modimeros ou heterodimeros e reconhece o DNA por meio de um entre um pequeno nume¬ 
ro de motivos estruturais. Os reguladores transcricionais normalmente atuam em grupos e 
ligam-se ao DNA cooperativamente, uma caracteristica que apresenta varios mecanismos 
subjacentes, alguns dos quais exploram o empacotamento do DNA em nucleossomos. 

REGULADORES DA TRANSCRICAO ATIVAM E INATIVAM OS 
GENES 

Tendo visto como reguladores transcricionais ligam-se as sequencias reguladoras 
ds-atuantes embebidas no genoma, podemos agora discutir como, uma vez ligadas, es¬ 
sas protemas influenciam na transcrigao dos genes. A situagao nas bacterias e mais sim¬ 
ples do que nos eucariotos (a estrutura da cromatina nao e um problema), e, portanto, 
discutiremos primeiramente o caso bacteriano. Em um segundo momento, voltaremos 
para a situagao mais complexa dos eucariotos. 

0 repressor do triptofano inativa os genes 

O genoma da bacteria Escherichia coli consiste em uma unica molecula de DNA circular 
de aproximadamente 4,6 x 10 6 pares de nucleotideos. Esse DNA codifica aproximada¬ 
mente 4.300 protemas, embora apenas uma fragao seja sintetizada pela celula de cada 
vez. As bacterias regulam a expressao de muitos dos seus genes de acordo com as fontes 
de alimentagao que estao dispomveis no ambiente. Por exemplo, na E. coli, cinco genes 
codificam enzimas que produzem o aminoacido triptofano. Esses genes estao arranjados 
em um agrupamento no cromossomo e sao transcritos a partir de um unico promotor 
como uma unica longa molecula de mRNA; esses agrupamentos de genes transcritos 
coordenadamente sao denominados operons (Figura 7-12). Ainda que os operons se- 
jam comuns em bacterias, eles sao raros em eucariotos, onde os genes sao normalmente 
transcritos e regulados individualmente (ver Figura 7-3). 

Quando as concentragoes de triptofano estao baixas, o operon e transcrito; o 
mRNA resultante e traduzido para produzir o conjunto completo de enzimas biossin- 
teticas, que irao trabalhar juntas para sintetizar triptofano a partir de moleculas muito 
mais simples. Entretanto, quando o triptofano esta abundante - por exemplo, quando a 
bacteria esta no intestino de um mamifero que recem se alimentou de uma refeigao rica 
em protemas -, o aminoacido e importado pelas celulas, que interrompem a produgao 
dessas enzimas, que passam a nao ser mais necessarias. 


Promotor 


i 

Operador 

I III 

\ \ \ \ \ 
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Serie de enzimas necessarias a biossintese de triptofano 



Cromossomo de £ coli 
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/ \ Infcio da transcrigao 
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Operador 

(sequencia reguladora c/'s-atuante) 



mRNA 



OPERON LIGADO 


OPERON DESLIGADO 


Sabemos exatamente como se da essa repressao do operon do triptofano. Dentro 
do promotor do operon existe uma sequencia reguladora ds-atuante que e reconhecida 
por um regulador transcricional. Quando o regulador liga-se a essa sequencia, ele blo- 
queia o acesso da RNA-polimerase ao promotor, impedindo, desse modo, a transcrigao 
do operon (e, portanto, a produgao de enzimas produtoras de triptofano). O regulador 
transcricional e conhecido como o repressor triptofano , e a sua sequencia reguladora cis- 
-atuante e denominada operador triptofano. Esses componentes sao controlados de uma 
forma simples: o repressor somente sera capaz de se ligar ao DNA se tiver tambem ligado 
a varias moleculas de triptofano (Figura 7-13). 

O repressor triptofano e uma protema alosterica, e a ligagao do triptofano causa 
uma mudanga sutil na sua estrutura tridimensional, fazendo a protema poder se ligar 
a sequencia operadora. Sempre que a concentragao de triptofano livre na bacteria cair, 
o triptofano se dissocia do repressor, o repressor nao mais se liga ao DNA, e o operon 
triptofano passa a ser transcrito. O repressor e, portanto, um dispositivo simples que liga 
e desliga a produgao de um conjunto de enzimas biossinteticas de acordo com a dispo- 
nibilidade do produto final da via a qual essas enzimas pertencem. 

O repressor triptofano, por si so, encontra-se sempre presente na celula. O gene 
que codifica esse repressor e transcrito continuamente em um baixo nivel, de tal for¬ 
ma que uma pequena quantidade da protema repressora esta sempre sendo produzida. 
Desse modo, a bacteria pode responder muito rapidamente a um aumento ou queda na 
concentragao de triptofano. 

Repressores inativam e ativam os genes 

O repressor triptofano, como o seu nome sugere, e uma protema que atua como um 
repressor transcricional : na sua forma ativa, ela desliga genes ou os reprime. Alguns regu- 
ladores transcricionais bacterianos fazem o oposto: eles ligam genes ou os ativam. Essas 
protemas que sao ativadores transcricionais atuam em promotores, que - ao contrario 
do promotor do operon triptofano - sao apenas marginalmente capazes de ligar e posi- 
cionar a RNA-polimerase por si proprios. Contudo, esses promotores de funcionamento 
deficiente podem se tornar completamente funcionais por meio de protemas ativadoras 
que se ligam a sequencias reguladoras ds-atuantes proximas e contatam a RNA-polime¬ 
rase, auxiliando-a a iniciar a transcrigao (Figura 7-14). 


Protema ativadora 



Sftio de 
ligagao para 
protema ativadora 


RNA-polimerase 

/ 


mRNA 


5' 


3' 


Figura 7-13 Genes podem ser 
desligados por protemas repressoras. 

Se a concentragao de triptofano dentro da 
bacteria esta baixa (a esquerda), a RNA- 
-polimerase ( azul) liga-se ao promotor e 
transcreve os cinco genes do operon do 
triptofano. Entretanto, se a concentragao 
do triptofano estiver alta (a direita), a 
protema repressora (em verde-escuro) 
torna-se ativa e se liga ao operador 
(em verde-claro), onde ela bloqueia a 
ligagao da RNA-polimerase ao promotor. 
Sempre que a concentragao intracelular do 
triptofano cair, o repressor se dissocia do 
DNA, permitindo que a RNA-polimerase 
transcreva novamente o operon. Ainda 
que nao seja mostrado na figura, o repres¬ 
sor e um dimero estavel. 


Figura 7-14 Genes podem ser ligados 
por protemas ativadoras. Uma protema 
ativadora liga-se a sua sequencia regula¬ 
dora c/s-atuante no DNA e interage com 
a RNA-polimerase para auxilia-la a iniciar 
a transcrigao. Sem o ativador, o promotor 
nao e capaz de iniciar a transcrigao de 
maneira eficiente. Em bacterias, a ligagao 
do ativador ao DNA e frequentemente 
controlada pela interagao de um metabo- 
lito ou outra molecula pequena (triangulo 
vermelho) com a protema ativadora. 

0 operon Lac atua dessa maneira, como 
discutimos brevemente. 
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As proteinas ativadoras ligadas ao DNA podem aumentar a taxa de imcio da trans- 
crigao ate mil vezes, um valor consistente com a interagao relativamente fraca e nao es- 
pecifica entre o regulador transcricional e a RNA-polimerase. Por exemplo, uma altera- 
gao de mil vezes na afinidade da RNA-polimerase por seu promotor corresponde a uma 
mudanga no AG de »18 kj/mol, a qual poderia ser derivada de algumas poucas ligagoes 
fracas nao covalentes. Dessa forma, muitas proteinas ativadoras trabalham simples- 
mente fornecendo algumas poucas interagoes favoraveis que auxiliem na atragao da 
RNA-polimerase ao promotor. Para fornecer esse auxilio, entretanto, a proteina ativado- 
ra deve estar ligada a sua sequencia reguladora ds-atuante, e essa sequencia deve estar 
posicionada, com respeito ao promotor, de tal forma que interagoes favoraveis possam 
ocorrer. 

Como o repressor triptofano, as proteinas ativadoras com frequencia devem inte- 
ragir com uma segunda molecula para serem capazes de ligar ao DNA. Por exemplo, a 
proteina ativadora bacteriana CAP deve se ligar ao AMP ciclico (cAMP) antes de poder 
se ligar ao DNA. Genes ativados pela CAP sao ligados em resposta a um aumento na 
concentragao intracelular de cAMP, que aumenta quando a glicose, a fonte de carbono 
preferida pelas bacterias, nao esta mais dispomvel; como resultado, CAP aciona a produ- 
gao de enzimas que possibilitam a bacteria digerir outros agiicares. 

Um ativador e um repressor controlam o operon Lac 

Em muitos casos, a atividade de um unico promotor e controlada por varios reguladores 
transcricionais diferentes. O operon Lac em E. coli, por exemplo, e controlado tanto pelo 
repressor Lac quanto pelo ativador CAP recentemente discutido. O operon Lac codifica 
proteinas requeridas para importar e digerir o dissacarideo lactose. Na ausencia de gli¬ 
cose, a bacteria produz cAMP, que ativa CAP a ligar genes que possibilitam a celula usar 
fontes alternativas de carbono - incluindo lactose. Contudo, seria um desperdicio se a 
CAP induzisse a expressao do operon Lac se a propria lactose nao estivesse dispomvel. 
Portanto, o repressor Lac desliga o operon na ausencia de lactose. Esse arranjo possibi- 
lita que a regiao controladora do operon Lac integre dois sinais diferentes, de maneira 
que o operon somente e altamente expresso quando duas condigoes sao encontradas: 
a glicose tern que estar ausente e a lactose tern que estar presente (Figura 7-15). Esse 
circuito genetico comporta-se portanto de forma muito similar a um comutador que de- 
sempenha uma operagao logica em um computador. Quando a lactose estiver presente e 


Figura 7-15 O operon Lac e controlado 
por dois reguladores transcricionais: 
o repressor Lac e CAP. LacZ, o primei- 
ro gene do operon, codifica a enzima 
p-galactosidase, que quebra a lactose em 
galactose e glicose. Quando a lactose esta 
ausente, o repressor Lac liga-se a uma 
sequencia reguladora c/s-atuante, denomi- 
nada operador Lac, e desliga a expressao do 
operon (Animagao 7.4). A adigao de lacto¬ 
se aumenta a concentragao intracelular de 
um composto relacionado, a alolactose; a 
alolactose liga-se ao repressor Lac, fazendo- 
-o sofrer uma mudanga conformacional que 
libera a sua pinga do DNA do operador (nao 
mostrado). Quando a glicose esta ausente, o 
AMP ciclico (triangulo vermelho) e produzi- 
do pela celula, e o CAP liga-se ao DNA. 
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a glicose ausente, a celula executa o programa apropriado - nesse caso, a transcrigao de 
genes que possibilitam a incorporagao e a utilizagao da lactose. 

Todos os reguladores transcricionais, sejam eles repressores ou ativadores, devem 
estar ligados ao DNA para exercerem os seus efeitos. Dessa forma, cada proteina regulado- 
ra atua seletivamente, controlando somente aqueles genes que apresentem uma sequen- 
cia reguladora ds-atuante de DNA reconhecida por ela. A logica do operon Lac atraiu pela 
primeira vez a atengao dos biologos ha mais de 50 anos. A forma como ele funciona foi 
revelada por meio de uma combinagao de genetica e bioquimica, fornecendo algumas das 
primeiras percepgoes de como a transcrigao e controlada em qualquer organismo. 

A formagao de algas no DNA pode ocorrer durante a regulagao 
genica bacteriana 

Vimos que ativadores transcricionais auxiliam a RNA-polimerase a iniciar a transcrigao, 
enquanto repressores a impedem de faze-lo. Entretanto, os dois tipos de protemas sao 
muito similares. Por exemplo, a fim de ocupar suas sequencias reguladoras ds-atuantes, 
tanto o repressor triptofano quanto a proteina ativadora CAP devem ligar-se a uma pe- 
quena molecula; alem disso, ambas reconhecem suas sequencias reguladoras ds-atuan- 
tes usando o mesmo motivo estrutural (a helice-volta-helice mostrada no Painel 7-1). 
De fato, algumas protemas (p. ex., a proteina CAP) podem atuar tanto como um repres¬ 
sor quanto como um ativador, dependendo da localizagao exata das suas sequencias 
reguladoras ds-atuantes com relagao ao promotor: para alguns genes, a sequencia re¬ 
guladora ds-atuante CAP sobrepoe o promotor, e a ligagao do CAP, portanto, impede a 
associagao da RNA-polimerase com o promotor. 

A maioria das bacterias possui genomas compactos e pequenos, e as sequencias 
reguladoras ds-atuantes que controlam a transcrigao de um gene normalmente sao lo- 
calizadas muito proximas ao sitio de inicio de transcrigao. Mas existem algumas exce- 
goes a essa generalizagao - sequencias reguladoras ds-atuantes podem estar localizadas 
a centenas ou ate mesmo milhares de pares de nucleotideos dos genes bacterianos que 
elas controlam (Figura 7-16). Nesses casos, o DNA interveniente comporta-se como uma 
alga que e deslocada para fora, permitindo que uma proteina ligada a um sitio distante no 
DNA entre em contato com a RNA-polimerase. Nesse caso, o DNA atua como uma cor- 
rente, aumentando enormemente a probabilidade de que as protemas venham a colidir, 
quando comparado com a situagao na qual uma proteina se encontra ligada ao DNA e a 
outra livre em solugao. Veremos em breve que a formagao de algas de DNA, ainda que seja 
a excegao em bacterias, ocorre na regulagao de praticamente qualquer gene eucariotico. 

Uma possivel explicagao para essa diferenga esta baseada em consideragoes evo- 
lutivas. Foi proposto que os comutadores geneticos simples e compactos encontrados 
em bacterias evoluiram em resposta a grandes tamanhos populacionais, nos quais a 
competigao por crescimento resultou em pressao seletiva nas bacterias para manter 
tamanhos de genomas pequenos. Em contraste, aparentemente houve pouca pressao 
seletiva para “simplificar” os genomas de organismos multicelulares. 


RNA-polimerase 



Figura 7-16 Ativa^ao transcricional 
a distancia. (A) A proteina NtrC e um 
regulador transcricional bacteriano que 
ativa a transcrigao, estabelecendo contatos 
diretos com a RNA-polimerase. (B) A inte- 
ragao entre NtrC e a RNA-polimerase, com 
a alga de DNA intermediaria pode ser vista 
no microscopio eletronico. (B, cortesia de 
Harrison Echols e Sydney Kustu.) 
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Comutadores complexos controlam a transcrigao genica em 
eucariotos 

Quando comparada a situagao encontrada em bacterias, a regulagao da transcrigao em 
eucariotos envolve um numero muito maior de proteinas e sequencias de DNA muito 
mais longas. Frequentemente aparenta ser de uma complexidade desconcertante. Ainda 
assim, muitos dos mesmos principios sao igualmente aplicaveis. Assim como nas bac¬ 
terias, o momento e o local nos quais cada gene deve ser transcrito e especificado por 
sequencias reguladoras ds-atuantes correspondentes, que sao “lidas” pelos reguladores 
transcricionais que se ligam a elas. Uma vez ligados ao DNA, reguladores transcricionais 
positivos (ativadores) auxiliam a RNA-polimerase a iniciar a transcrigao dos genes, e re¬ 
guladores negativos (repressores) bloqueiam esse processo. Nas bacterias, como vimos 
anteriormente, a maior parte das interagoes entre reguladores transcricionais ligados ao 
DNA e RNA-polimerases (independentemente de ativarem ou reprimirem a transcrigao) 
sao interagoes diretas. Em contrapartida, essas interagoes sao quase sempre indiretas em 
eucariotos: muitas proteinas intermediarias, incluindo as histonas, atuam entre o regula- 
dor transcricional ligado ao DNA e a RNA-polimerase. Alem disso, em organismos multi- 
celulares, e comum dezenas de reguladores transcricionais controlarem um unico gene, 
com sequencias reguladoras ds-atuantes espalhadas ao longo de dezenas de milhares de 
pares de nucleotideos. A formagao de algas de DNA possibilita que proteinas regulado¬ 
ras ligadas ao DNA interajam umas com as outras e, em ultima instancia, com a RNA- 
-polimerase no promotor. Finalmente, como praticamente todo o DNA em organismos 
eucarioticos se encontra compactado em nucleossomos e estruturas de ordem superior, a 
iniciagao da transcrigao em eucariotos deve superar esse bloqueio inerente. 

Nas segoes seguintes, discutiremos essas caracteristicas da iniciagao da transcri¬ 
gao em eucariotos, enfatizando como elas fornecem niveis extras de controle nao encon- 
trados em bacterias. 

Uma regiao de controle genico eucariotica consiste em um 
promotor e muitas sequencias reguladoras c/s-atuantes 

Nos eucariotos, a RNA-polimerase II transcreve todos os genes codificadores de protei¬ 
nas e muitos genes de RNAs nao codificadores, como visto no Capitulo 6. Essa polime- 
rase requer cinco fatores de transcrigao gerais (27 subunidades ao todo; ver Tabela 6-3, 
p. 311), diferentemente da RNA-polimerase bacteriana, que necessita de apenas um uni¬ 
co fator de transcrigao geral (a subunidade a). Como vimos, o acoplamento em etapas 
dos fatores de transcrigao gerais no promotor eucariotico fornece, em principio, multi- 
plos passos nos quais a celula pode acelerar ou diminuir a taxa de inicio de transcrigao 
em resposta a reguladores transcricionais. 

Como as muitas sequencias reguladoras ds-atuantes que controlam a expressao de 
um gene tipico se encontram frequentemente espalhadas ao longo de grandes extensoes 
de DNA, usamos o termo regiao de controle genico para descrever o conjunto completo 
de sequencias de DNA envolvidas em regular e iniciar a transcrigao de um gene eucario¬ 
tico. Esse termo inclui o promotor, onde os fatores de transcrigao gerais e a RNA-polime¬ 
rase se associam, e todas as sequencias reguladoras c/s-atuantes nas quais reguladores 
transcricionais ligam-se para controlar as taxas dos processos de associagao no promotor 
(Figura 7-17). Em animais e plantas, nao e raro encontrarmos sequencias reguladoras de 
um gene ao longo de trechos de DNA de ate 100 mil pares de nucleotideos. Parte desse 
DNA e transcrito (mas nao traduzido), sendo que esses RNAs nao codificadores longos 
(IncRNAs) serao discutidos posteriormente neste capitulo. Por agora, podemos considerar 
muito desse DNA como sequencias “espagadoras” que os reguladores transcricionais nao 
reconhecem diretamente. E importante ter em mente que, como nas outras regioes dos 
cromossomos eucarioticos, grande parte do DNA nas regioes de controle genico esta em- 
pacotado em nucleossomos e em formas de maior hierarquia na cromatina, compactando, 
desse modo, o seu tamanho total e alterando as suas propriedades. 

Neste capitulo, usaremos mais livremente o termo gene para nos referirmos a um 
segmento de DNA que e transcrito em uma molecula de RNA funcional, uma que co- 
difica uma proteina ou que apresenta uma fungao diferente na celula (ver Tabela 6-1, 
p. 305). Entretanto, a visao classica de um gene tambem inclui a regiao de controle geni- 
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co, uma vez que mutagoes nessa regiao podem produzir um fenotipo alterado. O proces- 
samento de RNA alternativo complica ainda mais a definigao de um gene - um aspecto 
que sera retomado posteriormente. 

Em contrapartida ao pequeno numero d e fatores gerais de transcrigao, que sao 
protemas abundantes que se associam nos promotores de todos os genes transcritos 
pela RNA-polimerase II, existem milhares de reguladores da transcrigao diferentes de- 
votados a ligar e desligar genes individuals. Nos eucariotos, operons - conjuntos de ge¬ 
nes transcritos como uma unidade - sao raros, e, em vez disso, cada gene e regulado 
individualmente. Nao surpreende que a regulagao de cada gene seja diferente nos de- 
talhes da que ocorre em qualquer outro gene, sendo dificil formular regras simples para 
a regulagao genica que se apliquem a qualquer caso. Podemos, entretanto, fazer algu- 
mas generalizagoes a respeito de como os reguladores transcricionais, uma vez ligados a 
regioes de controle genico no DNA, influenciam a serie de eventos que levam a ativagao 
ou a repressao genica. 

Reguladores da transcrigao eucarioticos atuam em grupos 

Em bacterias, vimos que protemas como o repressor triptofano, o repressor Lac e a protema 
CAP ligam-se ao DNA sozinhas e afetam diretamente a atividade da RNA-polimerase no 
promotor. Os reguladores transcricionais eucarioticos, em contrapartida, geralmente se as¬ 
sociam em grupos nas suas sequencias reguladoras ds-atuantes. Com frequencia, dois ou 
mais reguladores ligam-se cooperativamente, como discutido anteriormente neste capitulo. 
Alem disso, uma ampla classe de protemas contendo multiplas subunidades, denominadas 
coativadores e correpressores, associam-se ao DNA com os reguladores. Normalmente, esses 
coativadores e correpressores nao reconhecem por si proprios sequencias de DNA especifi- 
cas; eles sao levados a essas sequencias pelos reguladores transcricionais. Com frequencia, 
as interagoes protema-protema entre reguladores transcricionais e entre reguladores e co¬ 
ativadores sao muito fracas para possibilitarem a associagao entre eles em solugao; entre¬ 
tanto, a combinagao apropriada de sequencias reguladoras ds-atuantes pode “cristalizar” a 
formagao desses complexos no DNA (Figura 7-18). 

Como seus nomes implicam, os coativadores normalmente estao envolvidos em ati- 
var a transcrigao, e os correpressores, em reprimi-la. Nas segoes seguintes, veremos como 
coativadores e correpressores podem atuar de diferentes formas para influenciar a trans¬ 
crigao depois de terem sido localizados no genoma pelos reguladores transcricionais. 


Figura 7-17 A regiao de controle 
genico de um gene eucariotico tipico. 

0 promotor e a sequencia de DNA onde 
os fatores de transcrigao gerais e a polime- 
rase se associam (ver Figura 6-15). 

As sequencias reguladoras cis-atuantes 
sao sitios de ligagao para reguladores 
transcricionais, cuja presenga no DNA 
afeta a taxa de iniciagao da transcrigao. 
Essas sequencias podem estar localizadas 
adjacentes ao promotor, muito a montan- 
te dele, ou mesmo dentro de introns ou a 
jusante do gene. As linhas tracejadas 
do DNA significam que o comprimento do 
DNA entre as sequencias de DNA regula- 
dor c/s-atuantes e o infeio da transcrigao 
varia, alcangando algumas vezes dezenas 
de milhares de pares de nucleotideos em 
extensao. 0 TATA-box e uma sequencia 
de DNA de reconhecimento para o fator 
de transcrigao geral TFIID. Como mos- 
trado no painel inferior, a formagao das 
algas de DNA permite que os reguladores 
transcricionais liguem-se em quaisquer 
dessas posigoes para interagirem com as 
proteinas que se associam no promotor. 
Muitos reguladores transcricionais atuam 
por meio do Mediador (descrito no 
Capitulo 6), enquanto algumas interagem 
diretamente com os fatores de transcrigao 
gerais e com a RNA-polimerase. Os regula¬ 
dores transcricionais tambem atuam recru- 
tando proteinas que alteram a estrutura 
da cromatina do promotor (nao mostrado, 
porem discutido adiante). 

Enquanto o Mediador e os fatores 
de transcrigao gerais sao os mesmos para 
todos os genes transcritos pela RNA-poli¬ 
merase II, os reguladores transcricionais e 
as localizagoes dos seus sitios de ligagao 
com relagao ao promotor diferem para 
cada gene. 















386 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


Figura7-18 Reguladores da trans¬ 
cribe) eucarioticos associam-se em 
complexos sobre o DNA. (A) Sete regu¬ 
ladores transcricionais sao mostrados. A 
natureza e fungao do complexo que eles 
formam depende de sequencias regulado- 
ras c/s-atuantes especificas que dao infcio 
a sua formagao. (B) Alguns complexos ati- 
vam a transcrigao genica, enquanto outros 
a reprimem. Observe que as proteinas em 
verde-daro, e verde-escuro, sao comparti- 
Ihadas por ambos os complexos ativadores 
e repressores. As proteinas que nao se 
ligam sozinhas ao DNA, mas associam-se a 
outros reguladores transcricionais ligados 
ao DNA, sao denominadas coativadores 
ou correpressores. Em alguns casos (a 
direita, abaixo ), moleculas de RNA sao 
encontradas nesses complexos. Como 
sera descrito posteriormente neste capf- 
tulo, esses RNAs frequentemente atuam 
como suportes para manter urn grupo de 
proteinas unidas. 
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Como mostrado na Figura 7-18, um regulador transcricional individual pode, com 
frequencia, participar de mais de um tipo de complexo regulador. Uma protema pode- 
ria funcionar, por exemplo, em uma situagao como parte de um complexo que ativa a 
transcrigao e, em outra situagao, como parte de um complexo que a reprime. Portanto, 
reguladores transcricionais eucarioticos funcionam como partes reguladoras que sao 
usadas para construir complexos cuja fungao depende da montagem final de todos os 
componentes individuais. Cada gene eucariotico e, dessa forma, regulado por um "co- 
mite” de proteinas, que precisam estar presentes para expressarem o gene em seu nivel 
apropriado. 


Proteinas ativadoras promovem a associagao da RNA-polimerase 
no sftio de infcio de transcrigao 

As sequencias reguladoras czs-atuantes nas quais se ligam proteinas ativadoras da trans¬ 
crigao eucariotica foram originalmente denominadas estimuladores ( enhancers ) porque 
sua presenga estimulava a taxa de iniciagao da transcrigao. Foi uma surpresa quando 
se descobriu que essas sequencias poderiam ser encontradas a dezenas de milhares de 
pares de nucleotideos de distancia do promotor; como vimos, a formagao de uma alga 
de DNA, que nao era amplamente reconhecida na epoca, pode agora explicar essa ob- 
servagao que foi inicialmente enigmatica. 

Uma vez ligados ao DNA, como complexos de proteinas ativadoras aumentam a 
taxa de iniciagao da transcrigao? Na maioria dos genes, diferentes mecanismos atuam 
de modo conjunto. Suas fungoes sao tanto atrair e posicionar a RNA-polimerase II no 
promotor quanto libera-la, de tal forma que a transcrigao possa ser iniciada. 

Algumas proteinas ativadoras ligam-se em um ou mais dos fatores de transcrigao 
gerais, acelerando sua associagao em um promotor, que foi trazido para a proximidade 
desse ativador por meio da formagao de uma alga de DNA. Entretanto, a maioria dos 
ativadores transcricionais, atraem coativadores que, entao, desempenham as tarefas bio- 
quimicas necessarias para iniciar a transcrigao. Um dos coativadores mais prevalentes e 
o grande complexo proteico Mediador, composto por mais de 30 subunidades. Com um 
tamanho proximo ao da RNA-polimerase, o Mediador atua como uma ponte entre ati¬ 
vadores transcricionais ligados ao DNA, RNA-polimerase e fatores de transcrigao gerais, 
facilitando a associagao entre eles no promotor (ver Figura 7-17). 


Ativadores da transcrigao eucarioticos dirigem a modificagao da 
estrutura local da cromatina 

Os fatores de transcrigao gerais eucarioticos e a RNA-polimerase nao sao capazes, por 
si proprios, de se associarem a um promotor que esteja empacotado em nucleossomos. 
Portanto, alem de dirigirem a montagem da maquinaria de transcrigao no promotor, ati¬ 
vadores transcricionais eucarioticos promovem a transcrigao dando inicio a mudangas 
na estrutura da cromatina de promotores, fazendo a sequencia de DNA associada ficar 
mais acessivel. 

As maneiras mais importantes de alterar localmente a estrutura da cromatina 
ocorrem por modificagoes covalentes nas histonas, por remodelagem de nucleossomos, 
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por remogao de nucleossomos e por substituigao de histonas (discutidos no Capitulo 4). 
Os ativadores transcricionais eucarioticos usam todos esses quatro mecanismos: portan- 
to eles atraem coativadores que incluem enzimas modificadoras de histonas, complexos 
de remodelagem da cromatina dependentes de ATP e chaperonas de histonas, cada um 
dos quais podendo alterar a estrutura da cromatina dos promotores (Figura 7-19). Essas 
alteragoes locais na estrutura da cromatina fornecem um maior acesso ao DNA, faci- 
litando, desse modo, a montagem dos fatores de transcrigao gerais no promotor. Alem 
disso, algumas modificagoes de histonas atraem especificamente essas protemas para 
o promotor. Esses mecanismos com frequencia atuam em conjunto durante a iniciagao 
da transcrigao (Figura 7-20). Por fim, como discutido anteriormente neste capitulo, as 
mudangas locais da cromatina dirigidas por um regulador transcricional podem possibi- 
litar a ligagao de reguladores adicionais. Pelo uso repetido desse principio, grandes com¬ 
plexos de protemas podem ser formados em regioes de controle de genes para regular a 
transcrigao deles. 

As alteragoes na estrutura da cromatina que ocorrem durante o imcio da trans¬ 
crigao podem persistir por tempos de duragao diferentes. Em alguns casos, assim que 
o regulador transcricional dissocia-se do DNA, as modificagoes na cromatina sao re- 
vertidas de forma rapida, restaurando o gene para o seu estado de pre-ativagao. Essa 
reversao rapida e especialmente importante para os genes que a celula precisa ativar 
e desativar rapidamente em resposta a sinais externos. Em outros casos, a estrutura 
alterada da cromatina persiste mesmo apos o regulador transcricional que direcionou 
o seu estabelecimento ter se dissociado do DNA. Em principio, essa memoria pode 
estender-se para a proxima geragao celular porque, como discutido no Capitulo 4, a 
estrutura da cromatina pode se autorrenovar (ver Figura 4-44). O fato de que diferentes 
modificagoes de histonas persistem por diferentes periodos fornece a celula um meca- 
nismo que torna possivel tanto memorias de curta quanto de longa duragao de padroes 
de expressao genica. 

Um tipo especial de modificagao da cromatina ocorre enquanto a RNA-polimerase 
II transcreve ao longo de um gene. As histonas localizadas logo a frente da polimerase 
podem ser acetiladas por enzimas associadas a ela, removidas por chaperonas de histo- 


Figura 7-19 Protemas ativadoras de 
transcrigao eucarioticas dirigem alte¬ 
ragoes locais na estrutura da croma¬ 
tina. Remodelagem dos nucleossomos, 
remogao de nucleossomos, substituigao de 
histonas e certos tipos de modificagoes 
de histonas favorecem a iniciagao da trans¬ 
crigao (ver Figura 4-39). Essas alteragoes 
aumentam a acessibilidade do DNA e fa- 
cilitam a ligagao da RNA-polimerase e dos 
fatores de transcrigao gerais. 
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Figura 7-20 Modificagoes sucessivas nas histonas durante a iniciagao da transcri¬ 
gao. Neste exemplo, retirado do promotor do gene de interferon humano, um ativador 
transcricional liga-se ao DNA empacotado na cromatina e atrai a histona acetiltransferase 
que acetila a lisina-9 da histona H3 e a lisina-8 da histona H4. Entao, a histona-cinase, 
tambem atraida pelo ativador transcricional, fosforila a serina-10 da histona H3, mas ela 
so pode fazer isso apos a lisina-9 ter sido acetilada. Essa modificagao na serina sinaliza a 
histona acetiltransferase a acetilara posigao K14da histona H3. Em sequencia, ofatorde 
transcrigao geral TFIID e o complexo de remodelagem da cromatina ligam-se a cromatina 
e promovem os passos subsequentes da iniciagao da transcrigao. TFIID e o complexo de 
remodelagem reconhecem as caudas acetiladas da histona por meio de um bromodoml- 
nio, um donmnio proteico especializado em ler essa marcagao particular nas histonas; um 
bromodominio e portado por uma subunidade de cada complexo proteico. 

A histona acetiltransferase, a histona-cinase e o complexo de remodelagem da cro¬ 
matina sao todos coativadores. A ordem dos eventos mostrada se aplica a um promotor 
especifico; em outros genes, os passos podem ocorrer em uma ordem diferente ou pas¬ 
sos individuals podem ser omitidos completamente. (Adaptada de T. Agalioti, G. Chen e 
D. Thanos, Cell 11 1:381 —392, 2002. Com permissao de Elsevier.) 


nas e depositadas atras da polimerase em movimento. Entao, essas histonas sao rapida- 
mente desacetiladas e metiladas, tambem por complexos carregados pela polimerase, 
deixando atras nucleossomos especialmente resistentes a transcrigao. Esse processo 
notavel parece impedir o suposto reimcio da transcrigao atras de uma polimerase em 
movimento, o que, em essencia, deve liberar o caminho atraves da cromatina confor- 
me ocorre a transcrigao. Mais adiante neste capitulo, quando discutirmos interference 
de RNA, os perigos potenciais para a celula de tal transcrigao inapropriada se tornarao 
especialmente obvios. A modificagao dos nucleossomos atras de uma RNA-polimerase 
em movimento tambem desempenha um importante papel no processamento de RNA 
(ver p. 323.) 

Ativadores da transcrigao podem promover a transcrigao 
liberando a RNA-polimerase dos promotores 

Em alguns casos, a iniciagao da transcrigao requer que um ativador transcricional ligado 
ao DNA libere a RNA-polimerase do promotor, permitindo, dessa forma, que ela inicie a 
transcrigao do gene. Em outros casos, a RNA-polimerase pausa apos transcrever cerca de 
50 nucleotideos de RNA, e alongamento subsequente da cadeia requer a presenga de um 
ativador transcricional ligado atras da RNA-polimerase (Figura 7-21). Essas polimerases 
pausadas sao comuns em humanos, nos quais uma fragao significativa dos genes que 
nao estao sendo transcritos possuem uma polimerase pausada localizada a jusante do 
promotor. 

A liberagao da RNA-polimerase pode ocorrer de diferentes formas. Em alguns ca¬ 
sos, o ativador traz consigo um complexo de remodelagem da cromatina que remove um 
bloqueio nucleossomico a RNA-polimerase em processo de alongamento da transcri¬ 
gao. Em outros casos, o ativador se comunica com a RNA-polimerase (geralmente por 
intermedio de um coativador), sinalizando para que ela siga adiante. Por fim, como vi- 
mos no Capitulo 6, a RNA-polimerase requer fatores de alongamento para efetivamente 
transcrever atraves da cromatina. Em alguns casos, um passo-chave na ativagao genica e 
o carregamento desses fatores na RNA-polimerase, que pode ser direcionado por ativa¬ 
dores transcricionais ligados ao DNA. Uma vez carregados, esses fatores possibilitam a 
polimerase se mover atraves dos bloqueios impostos pela estrutura da cromatina e ini- 
ciar a transcrigao do gene de forma efetiva. Ao ter-se a RNA-polimerase ja pronta em um 
promotor nas etapas iniciais da transcrigao, evita-se o passo de montagem de muitos 
componentes no promotor, o que e frequentemente uma etapa lenta. Esse mecanismo 
pode, portanto, permitir que as celulas iniciem a transcrigao de um gene como uma res- 
posta rapida a um sinal extracelular. 

Ativadores transcricionais atuam sinergicamente 

Vimos que complexos de ativadores transcricionais e coativadores se associam coo- 
perativamente no DNA. Tambem vimos que esses complexos podem promover dife¬ 
rentes etapas da iniciagao da transcrigao. Em geral, onde diversos fatores atuam jun- 
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Figura 7-21 Ativadores transcricionais 
podem atuar em diferentes etapas. 

Alem de promoverem (A) a ligagao de 
reguladores transcricionais adicionais e 
(B) a associagao da RNA-polimerase nos 
promotores, os ativadores transcricionais 
sao frequentemente necessarios (C) para 
liberar RNA-polimerases ja associadas ao 
promotor ou (D) para liberar moleculas de 
RNA-polimerase que ficaram paralisadas 
apos transcrever cerca de 50 nucleotideos 
de RNA. As atividades mostradas na Figura 
7-19 podem afetar cada uma dessas qua- 
tro etapas. 


tos na estimulagao de uma taxa de reagao, o efeito conjunto nao e somente a soma das 
estimulagoes causadas por cada fator isolado, mas o seu produto. Se, por exemplo, o 
fator A diminui em determinado grau a barreira de energia livre para uma reagao e, 
dessa maneira, acelera a reagao 100 vezes, e o fator B, que atua em outro aspecto da 
reagao, faz algo semelhante, entao A e B atuando em paralelo irao diminuir a barreira 
em um grau duplicado, acelerando a reagao 10 mil vezes. Mesmo que A e B simples- 
mente auxiliem na atragao da mesma protema, a afinidade daquela protema para o 
sitio de reagao aumenta de forma multiplicada. Portanto, ativadores transcricionais 
frequentemente exibem sinergia transcricional, no qual varias proteinas ativadoras 
ligadas ao DNA atuando em conjunto produzem uma taxa de transcrigao muito su¬ 
perior a soma das taxas de transcrigao alcangadas quando atuam individualmente 
(Figura 7-22). 

Um aspecto importante e que uma protema ativadora da transcrigao deve estar 
ligada ao DNA para influenciar a transcrigao do seu gene-alvo. E a taxa de transcrigao 
de um gene, em ultima analise, depende do espectro de proteinas reguladoras ligadas 
a montante e a jusante do seu sitio de inicio de transcrigao, juntamente com proteinas 
coativadoras que elas trazem para o DNA. 


AUSENCIA DE TRANSCRICAO 

TATA 




1 UNIDADE DE TRANSCRigAO 



2 UNIDADES DE TRANSCRigAO 



100 UNIDADES DE TRANSCRigAO 


Figura 7-22 Sinergia transcricional. 

Este experimento compara a taxa de 
transcrigao produzida portres regioes re¬ 
guladoras construfdas experimentalmente 
em uma celula eucariotica e revela a siner¬ 
gia transcricional, um efeito maior que o 
somatorio dos multiplos ativadores juntos. 
Por simplicidade, coativadores foram omi- 
tidos do diagrama. 

Essa sinergia transcricional nao 
e observada somente entre diferentes 
ativadores transcricionais do mesmo orga- 
nismo; ela tambem e vista entre proteinas 
ativadoras de diferentes especies eucario- 
ticas quando elas sao experimentalmente 
introduzidas dentro da mesma celula. Essa 
ultima observagao reflete o alto grau de 
conservagao da maquinaria responsavel 
pela iniciagao da transcrigao eucariotica. 
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Figura 7-23 Seis formas pelas quais proteinas repressoras eucarioticas podem operar. (A) As proteinas de ativagao e as proteinas de repressao compe- 
tem pela ligagao as mesmas sequences reguladoras de DNA. (B) Ambas as proteinas se ligam ao DNA, mas o repressor impede o ativador de desempenhar suas 
fungoes. (C) 0 repressor bloqueia a montagem dos fatores gerais de transcrigao. (D) 0 repressor recruta urn complexo de remodelagem da cromatina, o qual 
retorna o estado nucleossomico da regiao do promotor para a sua forma pre-transcricional. (E) 0 repressor atrai a histona desacetilase para o promotor. Como 
vimos, a acetilagao de histonas pode estimular o inicio da transcrigao (ver Figura 7-20), e o repressor simplesmente reverte essa modificagao. (F) 0 repressor atrai 
a histona metiltransferase, que modifica certas posigoes nas histonas, adicionando grupos metila; as histonas metiladas, por sua vez, sao ligadas por proteinas 
que mantem a cromatina em uma forma transcricionalmente silenciosa. 


Repressores transcricionais eucarioticos podem inibir a transcrigao 
de diferentes formas 

Ainda que o estado “padrao” do DNA eucariotico empacotado em nucleossomos seja resis- 
tente a transcrigao, eucariotos usam reguladores transcricionais para reprimir a transcrigao 
de genes. Esses repressores transcricionais podem diminuir a taxa de transcrigao abaixo 
do valor padrao e rapidamente desligar genes que estavam previamente ativados. Vimos 
no Capitulo 4 que grandes regioes do genoma podem ser silenciadas pelo empacotamento 
do DNA em formas de cromatina especialmente resistentes. Entretanto, genes eucarioticos 
estao raramente organizados no genoma de acordo com a fungao, e essa estrategia nao e 
geralmente aplicavel para desligar um conjunto de genes que atuam em conjunto. Em vez 
disso, a maior parte dos repressores eucarioticos age gene a gene. Ao contrario dos repres¬ 
sores bacterianos, eles nao competem diretamente com a RNA-polimerase pelo acesso ao 
DNA; eles atuam por varios outros mecanismos, alguns dos quais estao ilustrados na Figu¬ 
ra 7-23. Ainda que todos esses mecanismos, em ultima instancia, bloqueiem a transcrigao 
pela RNA-polimerase, repressores transcricionais eucarioticos normalmente atuam trazen- 
do correpressores para o DNA. Assim como no caso da ativagao transcricional, a repressao 
da transcrigao pode atuar por meio de mais de um mecanismo em um dado gene-alvo, 
garantindo, desse modo, uma repressao especialmente eficiente. 

A repressao genica e especialmente importante para animais e plantas cujo cresci- 
mento depende de programas de desenvolvimento elaborados e complexos. A expressao 
alterada de um unico gene em uma etapa critica pode resultar em consequencias de- 
sastrosas para o individuo. Por essa razao, muitos dos genes que codificam as proteinas 
reguladoras do desenvolvimento mais importantes sao mantidos fortemente reprimidos 
quando as proteinas nao sao necessarias. 
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Figura 7-24 Diagrama esquematico resumindo as propriedades dos isoladores e sequencias-barreira. (A) Isoladores blo- 
queiam direcionalmente a agao de sequencias reguladoras c/s-atuantes, enquanto sequencias-barreira impedem a disseminagao da 
heterocromatina. Na Figura 4-41 esta representado como as sequencias-barreira provavelmente funcionam. (B) Proteinas ligadoras 
de isoladores ( violeta ) mantem a cromatina em algas, favorecendo, desse modo, associagoes entre gene e sequencia reguladora 
c/s-atuante "corretas". Portanto, gene B e regulado de forma adequada, e as sequencias reguladoras c/s-atuantes do gene B sao 
impedidas de influenciar a transcrigao do gene A. 


Sequencias de DNA isoladoras impedem que reguladores da 
transcrigao eucarioticos influenciem genes distantes 

Ja vimos que todos os genes possuem regioes controladoras, que ditam em que mo¬ 
menta, em quais condigoes e em que tecidos o gene sera expresso. Tambem vimos que 
reguladores transcricionais eucarioticos podem atuar mesmo que localizados a longas 
distancias, por meio da formagao de algas de DNA com as sequencias intervenientes. 
Como, entao, essas regioes controladoras dos diferentes genes mantem-se sem interferir 
umas com as outras? Por exemplo, o que impede um regulador transcricional ligado na 
regiao controladora de um gene de formar uma alga na diregao errada e influenciar de 
forma inapropriada a transcrigao de um gene adjacente? 

Para evitar esse tipo de cruzamento de informagoes, varios tipos de elemen- 
tos de DNA compartimentalizam o genoma em dominios reguladores discretos. 
No Capitulo 4, discutimos as sequencias-barreira que impedem a heterocromatina de 
espalhar-se aos genes que precisam ser expressos. Um segundo tipo de elemen¬ 
to de DNA, denominado isolador, impede que sequencias reguladoras czs-atuantes 
ajam de forma descontrolada e ativem genes inapropriados (Figura 7-24). Os isola¬ 
dores agem formando algas de cromatina, um efeito mediado por proteinas especia- 
lizadas que se ligam a elas (ver Figuras 4-48 e 7-24B). As algas mantem um gene e sua 
regiao controladora proximos e ajudam a evitar que a regiao controladora se "alastre" 
afetando genes adjacentes. Cabe ressaltar que essas algas podem ser diferentes em 
diferentes tipos celulares, dependendo das proteinas particulares e das estruturas de 
cromatina que estejam presentes. 

Acredita-se que a distribuigao dos isoladores e das sequencias-barreira em um ge¬ 
noma o divide em dominios independentes de regulagao genica e estrutura de cromatina 
(ver p. 207-208). Os aspectos dessa organizagao podem ser visualizados nos cromossomos 
inteiros pela coloragao das proteinas especializadas que se ligam a esses elementos de DNA 
(Figura 7-25). 
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Figura 7-25 Localizagao de uma proteina de Drosophila ligadora de isoladores em cromossomos po- 
litenicos. Um cromossomo politenico (discutido no Capitulo 4) foi corado com iodeto de propidio ( vermelho) 
para mostrar seus padroes de bandeamento - com as bandas aparecendo em vermelho-brilhante e as inter- 
bandas como lacunas escuras no padrao ( acima ). As posigoes nesse cromossomo politenico que estao ligadas a 
uma proteina isoladora particular estao coradas em verde-brilhante pelo uso de anticorpos direcionados contra 
a proteina ( abaixo). A proteina localiza-se preferencialmente em regioes interbandas, refletindo a sua fungao na 
organizagao dos cromossomos em dominios estruturais, assim como funcionais. Por convenience, estas duas 
micrografias do mesmo cromossomo politenico estao arranjadas como imagens especulares. (Cortesia de Uli 
Laemmli, de K. Zhao et al., Cell 81:879-889, 1995. Com permissao de Elsevier.) 
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Embora os cromossomos estejam organizados em dommios ordenados que de- 
sencorajam as regioes controladoras de atuarem indiscriminadamente, existem cir- 
cunstancias especiais em que se verificou que uma regiao controladora localizada em 
um cromossomo ativa um gene localizado em um cromossomo diferente. Embora haja 
pouca compreensao a respeito desse mecanismo, ele indica a extrema versatilidade das 
estrategias de regulagao transcricional. 

Resumo 

A transcrigao de genes individuals e ativada e desativada nas celulas por reguladores 
transcricionais. Nos procariotos, essas proteinas normalmente ligam-se a sequencias de 
DNA especificas proximas do sitio de inicio da RNA-polimerase e, dependendo da nature- 
za da proteina reguladora e da localizagao precisa do seu sitio de ligagao em relagao ao 
sitio de inicio, pode tanto ativar como reprimir a transcrigao do gene. A flexibilidade da 
helice do DNA, entretanto, tambem permite que proteinas ligadas em sitios distantes afe- 
tem a RNA-polimerase no promotor, pela curvatura do DNA intermediary. A regulagao 
de genes de eucariotos superiores e muito mais complexa, condizente com um tamanho 
de genoma maior e com a grande variedade de tipos celulares que eformada. Um unico 
gene eucariotico normalmente e controlado por muitos reguladores transcricionais liga- 
dos a sequencias que podem estar localizadas a dezenas ou ate a centenas de milhares de 
pares de nucleotideos do promotor que direciona a transcrigao do gene. Os ativadores e os 
repressores eucarioticos atuam por meio de varios mecanismos - geralmente alterando a 
estrutura local da cromatina e controlando a associagao dosfatores gerais de transcrigao 
e da RNA-polimerase no promotor. Elesfazem isso atraindo coativadores e correpressores, 
complexos proteicos que desempenham as reagoes bioquimicas necessarias. O momento e 
o local no qual cada gene e transcrito, assim como suas taxas de transcrigao sob diferentes 
condigoes, sao determinadas por um conjunto particular de reguladores transcricionais 
que se ligam a regiao reguladora do gene. 

MECANISMOS GENETICO-MOLECULARES QUE CRIAM E 
MANTEM TIPOS CELULARES ESPECIALIZADOS 

Embora todas as celulas devam ser capazes de ativar e desativar seus genes em resposta 
as mudangas em seus ambientes, as celulas dos organismos multicelulares desenvolve- 
ram essa capacidade em um grau extremo. Em particular, uma vez que uma celula em 
um organismo celular torna-se comprometida a diferenciar-se em um tipo celular espe- 
cifico, a celula mantem essa escolha por muitas geragoes celulares subsequentes, signi- 
ficando que ela se lembra das mudangas na expressao genica envolvidas nessa escolha. 
Esse fenomeno de memoria celular e um pre-requisito para a criagao de tecidos organi¬ 
zados e para a manutengao de tipos celulares estavelmente diferenciados. Em contraste, 
outras mudangas na expressao genica em eucariotos, assim como a maioria dessas mu¬ 
dangas em bacterias, sao apenas transitorias. O repressor do triptofano, por exemplo, de- 
sativa os genes do triptofano nas bacterias somente na presenga de triptofano; assim que 
ele e removido do meio, os genes sao novamente ativados, e os descendentes da celula 
nao terao registro de que os seus ancestrais foram expostos ao triptofano. 

Nesta segao, nao examinaremos somente os mecanismos celulares de memoria, 
mas tambem como os mecanismos de regulagao genica podem ser combinados para 
criar os “circuitos logicos” pelos quais as celulas integram sinais e relembram eventos de 
seu passado. Iniciaremos considerando em detalhes uma dessas complexas regioes de 
controle genico. 

Os comutadores geneticos complexos que regulam o 
desenvolvimento na Drosophila sao formados a partir de 
moleculas menores 

Vimos anteriormente que reguladores transcricionais podem ser posicionados em mul¬ 
tiples sitios ao longo de vastos segmentos de DNA e que essas protemas podem por em 
cena coativadores e correpressores. Discutiremos agora como numerosos reguladores 
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Figura 7-26 Distribui^ao nao uniforme 
de quatro reguladores transcricionais 
em um embriao jovem de Drosophila. 

Nesse estagio, o embriao e um sindcio; 
isto e, multiplos nucleos estao contidos em 
um citoplasma comum. Embora nao esteja 
ilustrado nestas representagoes, todas 
essas proteinas estao concentradas no nu- 
cleo. Sera discutido, no Capitulo 21, como 
tais diferengas sao estabelecidas. 


transcricionais que estao ligados a regiao controladora de um gene podem fazer o gene 
ser transcrito no local e momento corretos. 

Considere o gene da Drosophila Even-skipped (Eve ), cuja expressao desempenha 
um papel importante no desenvolvimento do embriao de Drosophila. Se esse gene for 
inativado por mutagao, muitas partes do embriao nao se formam, e ele morre em uma 
etapa precoce de seu desenvolvimento. Como discutido no Capitulo 21, no estagio do 
desenvolvimento no qual Eve comega a ser expresso, o embriao e uma unica celula gi- 
gante contendo multiplos nucleos em um citoplasma comum. Esse citoplasma contem 
uma mistura de reguladores transcricionais que estao distribuidos de forma desigual ao 
longo da extensao do embriao, fornecendo uma informagao posicional que distingue 
uma parte do embriao da outra (Figura 7-26). Embora os nucleos sejam inicialmente 
identicos, eles rapidamente iniciam a expressao de genes diferentes, pois sao expostos 
a diferentes reguladores transcricionais. Por exemplo, os nucleos proximos da extremi- 
dade anterior do embriao em desenvolvimento estao expostos a um conjunto de regu¬ 
ladores transcricionais distinto do conjunto que influencia os nucleos do meio ou da 
extremidade posterior do embriao. 

As sequencias de DNA regulador que controlam o gene Eve evoluiram para "ler" as 
concentragoes de reguladores transcricionais em cada posigao ao longo da extensao do 
embriao, e elas fazem o gene Eve ser expresso em sete listras precisamente posicionadas, 
cada uma contendo inicialmente de 5 a 6 nucleos de largura (Figura 7-27). Como esse 
feito notavel de processamento de informagao e realizado? Embora ainda exista muito 
a aprender, varios principios gerais emergiram de estudos com Eve e com outros genes 
que sao regulados de maneira semelhante. 

A regiao reguladora do gene Eve e muito grande (aproximadamente 20 mil pares 
de nucleotideos). Ela e formada por uma serie de modulos reguladores relativamente 
simples, cada qual contendo multiplas sequencias reguladoras cz's-atuantes e sendo res- 
ponsavel por especificar uma listra particular da expressao de Eve ao longo do embriao. 
Essa organizagao modular da regiao de controle do gene Eve foi mostrada por experi¬ 
ments nos quais um modulo regulador particular (digamos, o que especifica a listra 2) 
e removido do seu conjunto normal na regiao a montante do gene Eve , colocado a frente 
de um gene-reporter e reintroduzido no genoma da Drosophila. Quando sao examina- 
dos os embrioes em desenvolvimento derivados de moscas que carregam essa constru- 
gao genetica, o gene-reporter e encontrado sendo expresso precisamente na posigao da 
listra 2 (Figura 7-28). Experimentos similares revelaram a existencia de outros modulos 
reguladores, cada um dos quais especificando outras listras. 


Figura 7-27 As sete listras da proteina codificada pelo gene Even-skipped (Eve) 
em um embriao de Drosophila em desenvolvimento. Apos 2,5 horas da fertiliza- 
gao, o ovo foi fixado e corado com anticorpos que reconhecem a proteina Eve ( verde ) e 
anticorpos que reconhecem a proteina Giant ( vermelha ). Onde ambas as proteinas estao 
presentes, a coloragao aparece amarela. Nessa etapa do desenvolvimento, o ovo contem 
aproximadamente 4 mil nucleos. As proteinas Eve e Giant estao ambas localizadas no 
nucleo, e as listras de Eve apresentam cerca de quatro nucleos de largura. 0 padrao da 
proteina Giant tambem e mostrado na Figura 7-26. (Cortesia de Michael Levine.) 
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Figura 7-28 Experimento demonstrando a construgao modular da regiao reguladora do gene Eve. (A) Uma segao de 480 pares 
de nucleotideos da regiao reguladora de Eve foi removido e (B) inserido a montante de um pro motor-teste que direciona a sintese da enzi- 
ma p-galactosidase (o produto do gene LacZ de E. co//-ver Figura 7-15). (C, D) Quando essa construgao artificial foi reintroduzida no ge- 
noma dos embrioes de Drosophila, os embrioes (D) expressaram (3-galactosidase (detectavel por coloragao histoqufmica) precisamente na 
posigao da segunda das sete listras de Eve (C). p-Galactosidase e simples de ser detectada e portanto fornece uma forma conveniente de 
monitorar a expressao especificada por uma regiao de controle genico. Como usado nesse caso, (3-galactosidase serve como um reporter, 
uma vez que ela "reporta" a atividade de uma regiao de controle genico. (C e D, cortesia de Stephen Small e Michael Levine). 


0 gene Eve da Drosophila e regulado por controles 
combinatorios 


Figura 7-29 A unidade da listra 2 de 
Eve. 0 segmento da regiao controle do 
gene Eve identificada na Figura 7-28 con- 
tern sequences reguladoras c/s-atuantes 
para quatro reguladores transcricionais. 
Sabe-se, a partir de experiments geneti¬ 
cos, que essas quatro proteinas de regula- 
gao genica sao responsaveis pela expres¬ 
sao correta de Eve na listra 2. As moscas 
que sao deficientes nos dois ativadores 
genicos Bicoid e Hunchback, por exemplo, 
falham em expressar de maneira eficiente 
Eve na listra 2. Em moscas deficientes em 
qualquer dos dois repressores genicos, 
Giant e Kruppel, a listra 2 expande-se e 
cobre uma regiao anormalmente ampla 
do embriao. Como indicado, em alguns 
casos, os sftios de ligagao para os regula¬ 
dores transcricionais superpoem-se e as 
proteinas podem competir pela ligagao ao 
DNA. Por exemplo, a ligagao de Kruppel e 
a ligagao de Bicoid no sftio extremo direito 
sao mutuamente exclusivas. 


Um estudo detalhado do modulo regulador da listra 2 forneceu informagoes sobre como 
ele le e interpreta a informagao posicional. O modulo contem sequencias de reconheci- 
mento para dois reguladores transcricionais (Bicoid e Hunchback) que ativam a trans¬ 
crigao de Eve e dois (Kruppel e Giant) que reprimem (Figura 7-29). As concentragoes 
relativas dessas quatro proteinas determinam se os complexos proteicos que sao forma- 
dos no modulo da listra 2 ativam a transcrigao do gene Eve. A Figura 7-30 mostra as dis¬ 
tributes dos quatro reguladores transcricionais ao longo da regiao do embriao de Dro¬ 
sophila onde se forma a listra 2. Acredita-se que ambas as proteinas repressoras, quando 
ligadas ao DNA, desliguem o modulo da listra 2, enquanto ambas as proteinas, Bicoid 
e Hunchback, devem se ligar para uma maxima ativagao desse modulo. Esse esquema 
simples de regulagao e suficiente para ligar o modulo da listra 2 (e, portanto, a expressao 
do gene Eve) somente naqueles nucleos onde os niveis de Bicoid e Hunchback sao altos 
e tanto Kruppel quanto Giant estao ausentes - uma combinagao que ocorre em somente 
uma regiao do embriao inicial. Nao se sabe exatamente como esses quatro reguladores 
transcricionais interagem com coativadores e correpressores para especificar o nivel fi¬ 
nal de transcrigao ao longo da listra, mas o resultado muito provavelmente depende de 
uma competigao entre ativadores e repressores que atuam pelos mecanismos esbogados 
nas Figuras 7-17, 7-19 e 7-23. 

O elemento da listra 2 e autonomo, na medida em que ele especifica a listra 2 quan¬ 
do isolado do seu contexto normal (ver Figura 7-28). Acredita-se que os outros modulos 
reguladores de listras sejam construidos de forma similar, lendo informagao posicional 
fornecida por outras combinagoes de reguladores transcricionais. A regiao de controle 
do gene Eve inteira se liga a mais de 20 reguladores transcricionais diferentes. Sete com¬ 
binagoes de reguladores - uma combinagao para cada listra - especifica a expressao de 
Eve, enquanto muitas outras combinagoes (todas aquelas encontradas nas regioes inter- 
listras do embriao) mantem os elementos das listras silenciados. Uma regiao controlado- 
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Listra 2 de Eve forma-se aqui 



—Anterior Posigao ao longo do embriao Posterior—► 


ra complexa e grande e, portanto, construida a partir de uma serie de modulos menores, 
cada um dos quais consistindo de um arranjo particular de pequenas sequencias regula- 
doras ds-atuantes reconhecidas por reguladores transcricionais especificos. 

O proprio gene Eve codifica um regulador transcricional, o qual, apos seu padrao 
de expressao estar distribuido nas sete listras, controla a expressao de outros genes de 
Drosophila. Conforme o desenvolvimento continua, o embriao e subdividido em regioes 
cada vez mais finas que eventualmente originarao as diferentes partes do corpo de uma 
mosca adulta, como discutido no Capitulo 21. 

Eve exemplifica as complexas regioes controladoras encontradas em plantas e ani- 
mais. Como mostra esse exemplo, regioes controladoras podem responder a muitos es- 
timulos de entrada diferentes, integrar essa informagao e produzir uma saida temporal e 
espacial complexa a medida que o desenvolvimento prossegue. Entretanto, entendemos 
somente em seus esbogos gerais como exatamente todos esses mecanismos atuam em 
conjunto para produzir a saida final (Figura 7-31). 

Reguladores da transcrigao sao postos em cena por sinais 
extracelulares 

O exemplo anterior da Drosophila ilustra claramente o poder do controle combinatorio, 
mas esse caso nao e comum no sentido de que os nucleos sao expostos diretamente a pis- 
tas posicionais na forma de concentrates de reguladores transcricionais. Nos embrioes 
da maioria dos outros organismos e em todos os adultos, nucleos individual estao loca- 
lizados em celulas separadas, e a informagao extracelular (incluindo pistas posicionais) 
devem ser transmitidas atraves da membrana plasmatica de tal forma a gerar sinais no 
citosol que resultem em diferentes reguladores transcricionais se tornando ativos em di¬ 
ferentes tipos celulares. Alguns dos diferentes mecanismos que sabemos serem usados 
para ativar os reguladores transcricionais estao esquematizados na Figura 7-32, e, no 
Capitulo 15, discutiremos como sinais extracelulares disparam essas mudangas. 


Complexo ativador 
de forte atividade 


Complexo de protefnas 



Figura 7-30 Distribuigao dos regulado¬ 
res da transcrigao responsaveis por ga- 
rantir que Eve seja expresso na listra 2. 

As distributes dessas protefnas foram 
visualizadas pela coloragao de um embriao 
em desenvolvimento de Drosophila com 
anticorpos direcionados contra cada umas 
das quatro protefnas. A expressao de Eve 
na listra 2 ocorre somente na posigao onde 
os dois ativadores (Bicoid e Hunchback) 
estao presentes e os dois repressores 
(Giant e Kruppel) estao ausentes. 

Nos embrioes de moscas que nao possuem 
Kruppel, por exemplo, a listra 2 expande-se 
na porgao posterior. Da mesma forma, a 
listra 2 expande-se posteriormente se os sf- 
tios de ligagao a DNA para Kruppel no mo¬ 
dulo da listra 2 sao inativados por mutagao 
(ver tambem Figuras 7-26 e 7-27). 


Figura 7-31 Integragao de multiplas 
informagoes em um promotor. 

Multiplos conjuntos de reguladores trans¬ 
cricionais, coativadores e correpressores 
podem atuar conjuntamente para influen- 
ciar a iniciagao da transcrigao no promo¬ 
tor, como o fazem no modulo da listra 2 
de Eve ilustrado na Figura 7-29. Ainda nao 
se sabe em detalhes como a integragao 
dos multiplos componentes e conseguida, 
porem e provavel que a atividade transcri¬ 
cional final do gene resulte da competigao 
entre ativadores e repressores que atuam 
por mecanismos resumidos nas Figuras 
7-17, 7-19 e 7-23. 
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Figura 7-32 Algumas formas pelas 
quais a atividade de reguladores trans- 
cricionais e controlada dentro das ce- 
lulas eucarioticas. (A) A proteina e sinte- 
tizada somente quando necessario, sendo 
rapidamente degradada por proteolise de 
maneira que ela nao e acumulada. 

(B) Ativagao pela ligagao de um ligante. 

(C) Ativagao por modificagao covalente. 

A fosforilagao e indicada aqui, mas muitas 
outras modificagoes sao possiveis 
(verTabela 3-3, p. 165). (D) Formagao de 
um complexo entre a proteina de ligagao 
ao DNA e uma proteina separada com um 
dominio ativador de transcrigao. 

(E) Exposigao de um dominio de ativa¬ 
gao pela fosforilagao de uma proteina 
inibitoria. (F) Estimulagao para a entrada 
no nucleo por meio da remogao de uma 
proteina inibitoria que de outra maneira 
impediria a proteina reguladora de entrar 
no nucleo. (G) Liberagao de um regulador 
transcricional associado a bicamada lipidi- 
ca por proteolise regulada. 
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0 controle genico combinatorio cria muitos tipos celulares 
diferentes 


Vimos que reguladores transcricionais podem agir em combinagao para controlar a 
expressao de um gene individual. Geralmente tambem e verdade que cada regulador 
transcricional em um organismo contribui para o controle de muitos genes. Esse aspecto 
e ilustrado de forma esquematica na Figura 7-33, que mostra como o controle genico 
combinatorio torna possivel gerar uma grande parte da complexidade biologica mesmo 
com relativamente poucos reguladores transcricionais. 

Devido ao controle combinatorio, um determinado regulador transcricional nao 
tern necessariamente uma unica fungao simples e defimvel como comandante de uma 
bateria particular de genes ou como especificador de um determinado tipo celular. 
Em vez disso, os reguladores transcricionais podem ser comparados as palavras de uma 
linguagem: eles podem ser usados com diferentes significados em uma grande varieda- 
de de contextos e raramente sao utilizados sozinhos; e a combinagao bem escolhida que 
transmite a informagao que especifica um evento genico regulador. 

O controle genico combinatorio faz o efeito de adicionar um novo regulador trans¬ 
cricional em uma celula depender da historia passada dessa celula, uma vez que e essa 
historia que determina quais reguladores transcricionais ja estarao presentes. Desse 
modo, durante o desenvolvimento, uma celula pode acumular uma serie de reguladores 
transcricionais que inicialmente nao precisam alterar a expressao genica. A adigao dos 
membros finais da combinagao necessaria de reguladores transcricionais completara a 
mensagem reguladora, podendo levar a grandes alteragoes na expressao genica. 

A importancia de combinagoes de reguladores transcricionais para a especificagao 
de tipos celulares e mais facilmente demonstrada pela habilidade dos mesmos - quando 
expressos artificialmente - de converter um tipo celular em outro. Dessa forma, a ex¬ 
pressao artificial de tres reguladores transcricionais especificos de neuronios em celulas 
hepaticas pode converter essas celulas hepaticas em celulas nervosas funcionais (Figura 
7-34). Em alguns casos, a expressao de ate mesmo um unico regulador transcricional e 
suficiente para converter um tipo celular em outro. Por exemplo, quando o gene que co- 
difica o regulador transcricional MyoD e introduzido artificialmente em fibroblastos cul- 
tivados a partir de tecido conectivo de pele, os fibroblastos formam celulas semelhantes 
a celulas musculares. Como discutido no Capitulo 22, fibroblastos, que sao derivados da 
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Celula embrionaria 




INDUgAO DA TRANSCRigAO DOS REGULADORES 4 E 5 
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Figura 7-33 A importancia do controle 
genico combinatorio para o desenvol- 
vimento. As combinagoes de uns poucos 
reguladores transcricionais podem gerar 
muitos tipos celulares durante o desenvol- 
vimento. Neste esquema idealizado sim¬ 
ples, a "decisao" de fazer um de dois re¬ 
guladores transcricionais (mostrados como 
cfrculos numerados) e feita apos cada 
ciclo de divisao celular. Ao perceber a sua 
posigao relativa no embriao, a celula-filha 
voltada para o lado esquerdo do embriao 
e sempre induzida a sintetizar as protefnas 
pares de cada par, enquanto a celula-filha 
voltada para o lado direito do embriao e 
sempre induzida a sintetizar as protefnas 
numeradas fmpares. A produgao de cada 
regulador transcricional, uma vez iniciada, 
e supostamente autoperpetuada (ver Figu¬ 
ra 7-39). Dessa forma, pela memoria ce¬ 
lular, a especificagao combinatoria final e 
construfda passo a passo. Neste exemplo, 
puramente hipotetico, oito tipos celulares 
finais (G-N) foram criados usando-se cinco 
reguladores transcricionais diferentes. 


mesma classe ampla de celulas embrionarias que dao origem as celulas musculares, ja 
acumularam muitos dos outros reguladores transcricionais necessarios para o controle 
combinatorio de genes musculo-especificos, e a adigao de MyoD completa a combina- 
gao particular necessaria para direcionar as celulas a se tornarem musculo. Um exemplo 
ainda mais notavel e observado ao se expressar artificialmente, no inicio do desenvolvi- 
mento, um unico regulador transcricional de Drosophila (Eyeless) em grupos de celulas 
que normalmente iriam seguir para a formagao de partes das patas. Aqui, essa mudan- 
ga na expressao genica anormal induz o desenvolvimento de estruturas semelhantes a 
olhos nas pernas (Figura 7-35). 



(A) I-1 (B) I- 

50 |xm 50 |xm 


Figura 7-34 Um pequeno conjunto de reguladores transcricionais pode converter um tipo celular di- 
ferenciado em outro. Neste experimento, (A) celulas hepaticas crescidas em cultura foram convertidas em (B) 
celulas neuronais via expressao artificial de tres reguladores transcricionais nervo-especfficos. Ambos os tipos de 
celulas expressam uma protefna fluorescente vermelha artificial, que e usada para visualiza-las. Essa conversao 
envolve a ativagao de muitos genes nervo-especfficos, assim como a repressao de muitos genes ffgado-especffi- 
cos. (De S. Marro et al., Cell Stem Cell 9:374-382, 2011. Com permissao de Elsevier.) 
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Grupo de celulas Grupo de celulas 
que dao origem a que dao origem 
um olho no adulto a uma pata no adulto 



Mosca normal 


(A) 


(Celulas que expressam o gene Eyeless 
estao destacadas em vermelho) 



Mosca com gene Eyeless expresso 
artificialmente em celulas 
precursoras da pata 



Figura 7-35 A expressao do gene Eye¬ 
less de Drosophila em celulas precur¬ 
soras da perna desencadeia o desen- 
volvimento de um olho na perna. 

(A) Diagramas simplificados mostrando o 
que ocorre quando uma larva de mosca 
contem o gene Eyeless expresso normal- 
mente ( esquerda ) ou quando um gene 
Eyeless e adicionalmente expresso de for¬ 
ma artificial nas celulas que normalmente 
dariam origem ao tecido da perna ( direita). 

(B) Fotografia de uma perna anormal que 
contem um olho em localizagao errada 
(vertambem Figura 21-2). 0 regulador 
transcricional foi denominado Eyeless 
("sem olhos") porque sua inativagao em 
moscas resulta na perda dos olhos, sem 
alterar outras caracterfsticas. (B, cortesia 
de Walter Gehring.) 


Figura 7-36 Uma combinagao de re- 
guladores transcricionais pode induzir 
uma celula diferenciada a se desdife- 
renciar em uma celula pluripotente. 

A expressao artificial de um conjunto de 
tres genes, cada um dos quais codificam 
um regulador transcricional, pode repro- 
gramar um fibroblasto a tornar-se uma 
celula pluripotente com propriedades 
semelhantes a uma celula-tronco embrio- 
naria (ES). Assim como celulas ES, tais 
celulas-tronco pluripotentes induzidas 
(iPS) podem proliferar indefinidamente 
em cultura e podem ser estimuladas por 
moleculas sinalizadoras extracelulares 
apropriadas para se diferenciar em prati- 
camente qualquer tipo celular encontrado 
no corpo. Os reguladores transcricionais, 
como 0ct4, Sox2 e Klf4, sao denominados 
reguladores mestres da transcrigao porque 
sua expressao e suficiente para disparar 
uma mudanga na identidade celular. 


Tipos celulares especializados podem ser reprogramados 
experimentalmente para se tornarem celulas-tronco pluripotentes 

A manipulagao de reguladores transcricionais pode tambem induzir varias celulas di- 
ferenciadas a se desdiferenciar em celulas-tronco pluripotentes que sao capazes de ori- 
ginar diferentes tipos celulares no corpo, de forma muito semelhante as celulas-tronco 
embrionarias (ES), discutidas no Capitulo 22. Quando tres reguladores transcricionais 
especificos sao artificialmente expressos em fibroblastos de camundongos cultivados, 
uma serie de celulas se tornam celulas-tronco pluripotentes induzidas (celulas iPS) 
- celulas que se assemelham e se comportam como celulas ES pluripotentes que sao 
derivadas de embrioes (Figura 7-36). Essa estrategia tern sido adaptada para produzir 
celulas iPS a partir de uma variedade de tipos celulares especializados, incluindo celulas 
obtidas de humanos. Tais celulas iPS humanas podem ser direcionadas para gerar uma 
populagao de celulas diferenciadas para uso no estudo ou no tratamento de doengas, 
com discutiremos no Capitulo 22. 

Ainda que ja se tenha pensado que a diferenciagao celular fosse irreversivel, sa- 
be-se hoje que por meio da manipulagao de combinagoes de reguladores mestres da 
transcrigao, tipos celulares e vias de diferenciagao podem ser prontamente alteradas. 

Combinagoes de reguladores mestres da transcrigao especificam 
tipos celulares por meio do controle da expressao de muitos 
genes 

Como vimos na introdugao deste capitulo, diferentes tipos celulares de organismos mul- 
ticelulares diferem enormemente nas proteinas e RNAs que expressam. Por exemplo, 
somente celulas musculares expressam tipos especiais de actina e miosina que formam 
o aparato contratil, enquanto celulas nervosas devem fazer e montar todas as proteinas 

GENES QUE CODIFICAM TRES 
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Figura 7-37 Uma parte da rede de 
transcri^ao que especifica as celulas- 
-tronco embrionarias. (A) Os tres regu- 
ladores mestres da transcrigao na Figura 
7-36 sao mostrados com drculos grandes. 
Os genes cujas sequences reguladoras 
c/s-atuantes estejam ligadas por cada 
regulador nas celulas-tronco embrionarias 
estao indicadas por urn ponto pequeno 
(representando o gene) conectado por 
uma linha fina (representando a reagao de 
ligagao). Observe que muitos dos genes- 
-alvo estao ligados por mais de urn dos 
reguladores. (B) Os reguladores mestres 
controlam sua propria expressao. Como 
mostrado aqui, os tres reguladores trans- 
cricionais ligam-se as suas proprias regioes 
controladoras (indicadas por ciclos de 
retroalimentagao), assim como aquelas 
de outros reguladores mestres (indicado 
por setas retas). (Cortesia de Trevor Sor¬ 
rells, baseado nos dados de J. Kim et al., 
Cell 132:1049-1061,2008.) 


necessarias para formar dendritos e sinapses. Vimos que esses padroes de expressao es¬ 
pecificos de tipos celulares diferentes sao orquestrados por uma combinagao de regula¬ 
dores mestres da transcrigao. Em muitos casos, essas protemas ligam-se diretamente a 
sequencias reguladoras ds-atuantes dos genes particulares desse tipo celular. Portanto, 
MyoD liga-se diretamente a sequencias reguladoras ds-atuantes localizadas nas regioes 
controladoras de genes especificos de miisculos. Em outros casos, reguladores mestres 
controlam a expressao de reguladores transcricionais a jusante, que, por sua vez, ligam- 
-se a regioes controladoras de outros genes especificos de um tipo celular e controlam a 
smtese dos mesmos. 

A especificagao de um tipo celular em particular envolve mudangas na expressao 
de milhares de genes. Os genes cujos produtos proteicos sao requeridos no tipo celular 
sao expressos em altos mveis, enquanto aqueles que nao sao necessarios normalmente 
sao regulados para baixo. Como poderia se esperar, o padrao de ligagao entre os regu¬ 
ladores mestres e todos os genes regulados pode ser extremamente elaborado (Figura 
7-37). Quando consideramos que muitos dos genes regulados possuem regioes contro¬ 
ladoras que abrangem dezenas de milhares de pares de nucleotideos, proporcionais ao 
exemplo do gene Eve discutido anteriormente, podemos comegar a apreciar a enorme 
complexidade da especificagao dos tipos celulares. 

Uma questao de extrema importancia na biologia e saber como a informagao em 
um genoma e usada para especificar um organismo multicelular. Ainda que tenhamos 
um esbogo geral da resposta, estamos longe de entender como um unico tipo celular e 
completamente especificado, quanto mais um organismo inteiro. 

Celulas especializadas devem ativar e inativar conjuntos de genes 
rapidamente 

Embora geralmente mantenham suas identidades, as celulas especializadas devem res¬ 
ponder de forma constante a mudangas no seu ambiente. Entre as mudangas mais im- 
portantes estao os sinais de outras celulas que coordenam o comportamento de todo o 
organismo. Muitos dos sinais induzem mudangas transitorias na transcrigao dos genes, e 
discutiremos a natureza desses sinais em detalhes no Capitulo 15. Aqui, consideraremos 
como tipos celulares especializados ativam ou inativam grupos de genes de forma rapida 
e decisiva em resposta ao seu ambiente. Mesmo que o controle da expressao genica seja 
combinatorio, os efeitos de um unico regulador transcricional ainda podem ser decisi- 
vos na ativagao ou na inativagao de um gene particular, simplesmente por completar a 
combinagao necessaria para maximizar a ativagao ou a repressao daquele gene. Essa 
situagao e analoga a ajustar o numero final do segredo de um cofre: o cofre sera aberto 
prontamente se os outros mimeros tiverem sido previamente ajustados. Alem disso, o 
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mesmo numero pode completar a combinagao em diferentes cofres. Da mesma forma, a 
adigao de uma protema particular pode ativar muitos genes diferentes. 

Um exemplo e o rapido controle da expressao genica pela protema humana recep- 
tora de glicocorticoides. Para poder se ligar nas suas sequencias reguladoras ds-atuantes 
no genoma, esse regulador transcricional primeiro deve formar um complexo com uma 
molecula de um hormonio glicocorticoide, tal como o cortisol (ver Figura 15-64). Esse hor¬ 
monio e liberado no corpo durante horas de fome e de intensa atividade fisica e, entre suas 
outras atividades, ele estimula as celulas do figado a aumentarem a produgao de glicose 
a partir de aminoacidos e de outras pequenas moleculas. Para responder dessa forma, as 
celulas hepaticas aumentam a expressao de muitos genes diferentes que codificam enzi- 
mas metabolicas, como a tirosina aminotransferase, como discutido anteriormente neste 
capitulo (ver Figura 7-3). Ainda que todos esses genes possuam regioes controladoras di¬ 
ferentes e complexas, sua expressao maxima depende da ligagao do complexo formado 
entre o receptor de glicocorticoide e o hormonio na sequencia reguladora ds-atuante cor- 
respondente, presente na regiao controladora de cada gene. Quando o corpo se recupera 
e o hormonio nao esta mais presente, a expressao de cada um desses genes diminui para o 
seu nivel normal no figado. Dessa maneira, um unico regulador transcricional pode con- 
trolar rapidamente a expressao genica de muitos genes diferentes (Figura 7-38). 

Os efeitos de um receptor de glicocorticoides nao estao confinados as celulas do fi¬ 
gado. Em outros tipos celulares, a ativagao desse regulador transcricional por hormonios 
tambem promove alteragoes nos mveis de expressao de muitos genes; os genes afetados, 
entretanto, normalmente sao diferentes daqueles afetados nas celulas hepaticas. Como 
vimos, cada tipo celular possui um conjunto individualizado de reguladores transcricio- 
nais e, devido ao controle combinatorio, esses afetam criticamente a agao do receptor de 
glicocorticoides. Como o receptor e capaz de associar-se com muitos conjuntos diferen¬ 
tes de reguladores transcricionais de tipos celulares especificos, ele pode produzir um 
espectro distinto de efeitos em cada tipo celular. 

Celulas diferenciadas mantem sua identidade 

Uma vez que a celula tenha se diferenciado em um tipo celular em particular, ela ge- 
ralmente ira permanecer diferenciada, e todas as celulas da progenie irao permanecer 
nesse mesmo tipo celular. Algumas celulas altamente especializadas, incluindo celulas 
musculares esqueleticas e neuronios, nunca se dividem novamente uma vez que tenham 
se diferenciado - ou seja, sao diferenciadas terminalmente (como discutido no Capitulo 
17). Entretanto, muitas outras celulas diferenciadas - como fibroblastos, celulas de mus- 


Figura 7-38 Um unico regulador trans¬ 
cricional pode coordenar a expressao 
de varios genes diferentes. A agao do 
receptor de glicocorticoides esta ilustrada 
esquematicamente. A esquerda esta uma 
serie de genes, cada qual possuindo varios 
reguladores transcricionais ligados a sua 
regiao reguladora. Entretanto, essas pro- 
teinas ligadas nao sao suficientes para so- 
zinhas ativarem totalmente a transcrigao. 

A direita e mostrado o efeito de adicionar 
um regulador transcricional a mais - o re¬ 
ceptor de glicocorticoide em um complexo 
com o hormonio glicocorticoide -, que 
possui uma sequencia reguladora c/s-atu- 
ante na regiao controladora de cada gene. 
0 receptor de glicocorticoide completa a 
combinagao de reguladores transcricionais 
necessaria a iniciagao maxima da transcri¬ 
gao, e os genes sao, agora, ativados como 
um conjunto. Quando o hormonio nao 
esta mais presente, o receptor de glico¬ 
corticoide se dissocia do DNA e os genes 
retornam aos seus mveis antes de serem 
estimulados. 


Receptor de 
glicocorticoide na 
ausencia do hormonio 
glicocorticoide — 
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culo liso e celulas hepaticas - irao se dividir muitas vezes durante a vida de um individuo. 
Quando elas o fazem, esses tipos celulares especializados originam somente celulas se- 
melhantes a elas mesmas: celulas de musculo liso nao dao origem a celulas hepaticas, 
tampouco celulas hepaticas originam fibroblastos. 

Para que uma celula proliferativa mantenha sua identidade - uma propriedade 
denominada memoria celular os padroes de expressao genica responsaveis por essa 
identidade devem ser lembrados e transmitidos para suas celulas-filhas por meio de di- 
visoes celulares subsequentes. Portanto, no modelo discutido na Figura 7-33, a produgao 
de cada regulador transcricional, uma vez iniciada, deve ser continuada nas celulas re- 
sultantes de cada divisao celular. Como tal perpetuagao e alcangada? 

As celulas possuem varias formas de garantir que suas celulas-filhas "se lembrem” 
do tipo de celula que elas sao. Uma das formas mais simples e importantes consiste em 
um ciclo de retroalimentagao positiva, no qual um regulador mestre da transcrigao de 
um tipo celular ativa a transcrigao do seu proprio gene, alem de ativar a transcrigao 
de outros genes especificos desse tipo celular. Cada vez que uma celula se divide, o re¬ 
gulador e distribuido para ambas as celulas-filhas, onde ele continua a estimular o ciclo 
de retroalimentagao positiva, produzindo mais de si mesmo a cada divisao. A retroali¬ 
mentagao positiva e crucial para estabelecer circuitos "autossustentaveis” de expressao 
genica que permitem a uma celula comprometer-se a um destino particular, e, entao, 
transmitir essa informagao para sua progenie (Figura 7-39) 

Como previamente mostrado na Figura 7-37B, os reguladores mestres necessarios 
para manter a pluripotencia das celulas iPS ligam-se a sequencias reguladoras ds-atuantes 
em suas proprias regioes controladoras, fornecendo exemplos de ciclos de retroalimenta¬ 
gao positiva. Alem disso, a maioria desses reguladores de celulas pluripotentes tambem 
ativam a transcrigao de outros reguladores mestres, resultando em uma serie complexa 
de ciclos de retroalimentagao indiretos. Por exemplo, se A ativa B, e B ativa A, isso forma 
um ciclo de retroalimentagao positiva, na qual A ativa sua propria expressao, ainda que 
indiretamente. As series de ciclos de retroalimentagao diretos e indiretos observados no 
circuito da iPS sao tipicas de outros circuitos celulares especializados. Tal estrutura em 
rede fortalece a memoria celular, aumentando a probabilidade de que um padrao particu¬ 
lar de expressao genica seja transmitido atraves de geragoes sucessivas. Por exemplo, se o 
nivel de A cair abaixo de um limiar critico para estimular sua propria sintese, o regulador 
B pode recupera-lo. Pela aplicagao sucessiva desse mecanismo, uma serie complexa de ci¬ 
clos de retroalimentagao positiva entre multiplos reguladores transcricionais pode manter 
estavelmente um estado diferenciado atraves de muitas divisoes celulares. 
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Figura 7-39 Um ciclo de retroalimentagao positiva pode criar uma memoria celular. A proteina A e um re¬ 
gulador mestre da transcrigao que ativa a transcrigao de seu proprio gene - assim como de outros genes especifi¬ 
cos de um tipo celular em particular (nao mostrado). Todos os descendentes da celula original irao, dessa maneira, 
"lembrar-se" de que a celula progenitora experimentou um sinal transitorio que iniciou a produgao da proteina A. 












402 PARTE II Mecanismos geneticos basicos 


Ciclos de retroalimentagao positiva formados por reguladores transcricionais sao 
provavelmente a forma mais prevalente de garantir que as celulas-filhas lembrem qual 
o tipo de celulas foram predestinadas a ser, e elas sao encontradas em todas as especies 
da Terra. Por exemplo, muitas bacterias e eucariotos unicelulares formam diferentes ti- 
pos de celulas, e ciclos de retroalimentagao positiva estao no cerne dos mecanismos que 
mantem seus tipos celulares de muitos ciclos de divisao celular. As plantas e os animais 
tambem fazem amplo uso de ciclos de retroalimentagao transcricionais; como discutire- 
mos posteriormente neste capitulo, eles possuem mecanismos especializados adicionais 
para fortalecer ainda mais a memoria celular. Mas primeiramente iremos considerar 
como combinagoes de reguladores transcricionais e sequencias reguladoras ds-atuantes 
podem ser combinadas para criar dispositivos de logica uteis para a celula. 

Circuitos de transcrigao permitem que a celula realize 
operagoes logicas 

Os circuitos de regulagao genica simples podem ser combinados para criar todos os ti¬ 
pos de mecanismos de controle, assim como elementos simples de controle eletronico 
em um computador sao combinados para produzir diferentes tipos de operagoes logi¬ 
cas complexas. Uma analise dos circuitos de regulagao genica revela que certos tipos 
simples de arranjo (denominados motivos de rede ) sao encontrados repetidamente em 
celulas de especies amplamente diferentes. Por exemplo, ciclos de retro alimentagao po¬ 
sitiva e negativa sao especialmente comuns em todas as celulas (Figura 7-40). Enquanto 
o primeiro fornece um mecanismo de memoria simples, o segundo com frequencia e 
usado para manter a expressao do gene proximo ao mvel-padrao apesar das variagoes 
nas condigoes bioquimicas dentro da celula. Suponha, por exemplo, que um repressor 
transcricional se ligue a regiao reguladora do seu proprio gene e exerga uma forte re¬ 
troalimentagao negativa, de tal forma que a transcrigao caia para um nivel muito baixo 
quando a concentragao da protema repressora estiver acima de um nivel critico (deter- 
minada pela sua afinidade pelo sitio de ligagao ao DNA). A concentragao da protema 
podera, entao, ser mantida proxima do valor critico, uma vez que qualquer circunstancia 
que cause uma queda abaixo desse valor pode resultar em um aumento acentuado na 
smtese, e qualquer circunstancia que resulte em um aumento acima desse valor levara 
ao desligamento da smtese. Tais ajustes irao, entretanto, levar tempo, de maneira que 
uma alteragao abrupta das condigoes causara uma alteragao intensa, porem transitoria, 
da expressao genica. Se ha um atraso no ciclo de retroalimentagao, o resultado podem 
ser oscilagoes espontaneas na expressao do gene (ver Figura 15-18). Os tipos diferen¬ 
tes de comportamento produzidos por um ciclo de retroalimentagao irao depender dos 
detalhes do sistema; por exemplo, quao firmemente o regulador transcricional se liga 
a sua sequencia reguladora ds-atuante, sua taxa de smtese e sua taxa de decaimento. 
Discutiremos esses aspectos em termos quantitativos e em mais detalhes no Capitulo 8. 

Com dois ou mais reguladores transcricionais, a amplitude possivel dos comporta- 
mentos dos circuitos torna-se mais complexa. Alguns virus bacterianos contem um tipo 
comum de circuito de dois genes que podem alternar entre a expressao de um gene e 
a de outro. Outro arranjo comum de circuito e denominado ciclo de alimentagao para 
a frente ; tal ciclo pode servir como um filtro, respondendo a sinais de entrada que sao 
prolongados mas desconsiderando sinais que sao breves (Figura 7-41). Esses varios mo- 
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Figura 7-40 Tipos comuns de motivos de rede em circuitos transcricionais. A e B representam reguladores 
transcricionais, setas indicam controle transcricional positivo, enquanto linhas com barras representam controle 
transcricional negativo. Em um ciclo de alimentagao para a frente, A e B representam reguladores transcricionais 
que ativam a transcrigao do gene-alvo Z (ver tambem Figura 8-86). 
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tivos de rede assemelham-se a dispositivos logicos em miniatura, e eles podem processar 
informagao de formas surpreendentemente sofisticadas. 

Os tipos simples de dispositivos recentemente ilustrados sao encontrados de 
forma entrelagada em celulas eucarioticas, criando circuitos extremamente comple¬ 
xes (Figura 7-42). Cada celula em um organismo multicelular em desenvolvimento e 
equipada com uma maquinaria de controle similarmente complexa, e deve, de fato, 
usar seu sistema intrincado de comutadores de transcrigao entrelagados para calcular 
como ela deve se comportar a cada momento em resposta a muitos estimulos recebi- 
dos no passado e no presente. Estamos somente comegando a entender como estudar 
tais redes complexas de controle intracelular. De fato, sem novas abordagens, acopladas 
com informagao quantitativa que seja muito mais precisa e completa do que a disponi- 
vel atualmente, sera impossivel predizer o comportamento de um sistema como aquele 
mostrado na Figura 7-42. Como explicado no Capitulo 8, um diagrama de circuito por si 
so nao e suficiente. 


Figura 7-41 Como uma alga de ali- 
mentagao para a frente pode medir a 
duragao de um sinal. (A) Neste exemplo 
teorico, os reguladores transcricionais A e 
B sao ambos necessarios para a transcrigao 
de Z, e A torna-se ativo somente quando 
um sinal estiver presente. (B) Se o sinal 
para A e breve, A nao permanece ativo o 
suficiente para B acumular-se, e o gene Z 
nao e transcrito. (C) Se o sinal para A for 
persistente, B acumula-se, A permanece 
ativo eZe transcrito. Esse arranjo permite 
que a celula ignore flutuagoes rapidas do 
sinal e responda somente a niveis persis- 
tentes. Essa estrategia poderia ser utili- 
zada, por exemplo, para distinguir entre 
sinais ocasionais e um sinal verdadeiro. 

0 comportamento mostrado aqui foi 
computado para um conjunto particular de 
valores em parametros descrevendo as pro- 
priedades quantitativas de A, B e o produ- 
to de Z, assim como as suas sinteses. Com 
valores diferentes para esses parametros, 
ciclos de alimentagao para a frente podem 
em principio desempenhar outras formas 
de "calculos". Muitos ciclos de alimen¬ 
tagao para a frente tern sido descobertos 
nas celulas, e a analise teorica auxilia os 
pesquisadores a discernir - e subsequen- 
temente testar - as diferentes maneiras 
nas quais eles podem funcionar (ver Figura 
8-86). (Adaptada de S.S. Shen-Orr et al., 
Nat. Genet. 31:64-68, 2002. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 7-42 Circuito genico demasia- 
damente complexo que especifica uma 
parte do embriao em desenvolvimento 
do ourigo-do-mar. Cada caixa colorida 
pequena representa um gene diferente. 
Aqueles em amarelo codificam regulado¬ 
res transcricionais e aqueles em verde e 
azul codificam proteinas que conferem as 
celulas do mesoderma e do endoderma, 
respectivamente, as suas caracterfsticas 
especializadas. Os genes ilustrados em cin- 
za estao muito ativos na mae e fornecem 
ao ovo os sinais necessarios para o seu 
desenvolvimento apropriado. Como na 
Figura 7-40, setas mostram exemplos nos 
quais um regulador transcricional ativa a 
transcrigao de outro gene. As linhas que 
terminam em barras indicam exemplos de 
repressao genica. (De I.S. Peter e E.H. Da¬ 
vidson, Nature 474:635-639, 2011. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Citosina 5-metilcitosina 



Figura 7-43 A formagao de 5-metilcitosina 
ocorre pela metilagao de uma base citosina 
na dupla-helice do DNA. Em vertebrados, 
esse evento e principalmente confinado a 
nucleotideos de citosina (C) selecionados na 
sequencia CG. As sequencias CG sao algumas 
vezes denotadas como sequencias CpG, em 
que p indica a ligagao fosfato para distingui-la 
do par de bases CG. Neste capitulo, continua- 
remos usando a nomenclatura mais simples CG 
para indicar esse dinucleotideo. 


Resumo 

Os varios tipos de celulas em animais e em plantas sao criados em grande parte por meca¬ 
nismos quefazem genes diferentes serem transcritos em celulas diferentes. A transcrigao de 
um gene geralmente e controlada por combinagoes de reguladores transcricionais. Cada 
tipo de celula em um organismo eucarioto superior contem uma combinagao especifica 
de reguladores transcricionais que garantem a expressao somente dos genes apropriados 
para aquele tipo de celula. Um dado regulador transcricional pode estar ativo em varias 
circunstancias e normalmente estara envolvido na regulagao de muitos genes. 

Uma vez que muitas celulas animais especializadas podem manter suas caracteris- 
ticas especificas por muitos ciclos de divisao celular, mesmo quando crescidas em cultura, 
os mecanismos de regulagao genica envolvidos em crid-las precisam ser estaveis, uma vez 
estabelecidos, e herdaveis, quando a celula se divide. Essas caracteristicas dotam a celula 
com uma memdria da sua histdria de desenvolvimento. Os ciclos de retroalimentagao po- 
sitiva diretos ou indiretos, que possibilitam que os reguladores transcricionais perpetuem 
a sua propria sintese, fornecem o mecanismo mais simples para a memdria celular. Cir- 
cuitos de transcrigao tambem fornecem a celula meios de realizar outros tipos de opera- 
goes logicas. Os circuitos de transcrigao simples combinados em grandes redes reguladoras 
impulsionam programas altamente sofisticados de desenvolvimento embrionario que irao 
necessitar de novas abordagens para serem decifrados. 

MECANISMOS QUE REFOR^AM A MEMQRIA CELULAR EM 
PLANTAS E ANIMAIS 

Ate agora neste capitulo, enfatizamos a regulagao da transcrigao genica por protemas 
que se associam direta ou indiretamente com DNA. Entretanto, o proprio DNA pode ser 
modificado covalentemente, e certos tipos de estado da cromatina parecem ser herda- 
dos. Nesta segao, veremos como esses fenomenos tambem fornecem oportunidades 
para a regulagao da expressao genica. No final da segao, discutiremos como, em camun- 
dongos e humanos, um cromossomo inteiro pode ser inativado de forma transcricional 
usando tais mecanismos e como esse estado pode ser mantido atraves de muitas divi- 
soes celulares. 

Padroes de metilagao do DNA podem ser herdados quando as 
celulas de vertebrados se dividem 

Nas celulas de vertebrados, a metilagao da citosina fornece um mecanismo pelo qual os 
padroes de expressao podem ser passados para a progenie celular. A forma metilada da 
citosina, 5-metilcitosina (5-metil C), correlaciona-se a citosina da mesma maneira que 
a timina correlaciona-se a uracila e, da mesma forma, a modificagao nao produz efeito 
sobre o pareamento de bases (Figura 7-43). A metilagao do DNA vertebrado ocorre nos 
nucleotideos de citosina (C), principalmente na sequencia CG, que faz o pareamento de 
bases com a mesma sequencia (na orientagao oposta) na outra fita da helice de DNA. 
Como consequencia, um mecanismo simples permite a existencia de um padrao de me¬ 
tilagao do DNA a ser herdado diretamente pelas fitas-filhas de DNA. Uma enzima cha- 
mada de metiltransferase de manutengao atua preferencialmente naquelas sequencias 
CG que estao pareadas com uma sequencia CG que ja esteja metilada. Como resultado, o 
padrao de metilagao do DNA da fita de DNA parental serve como molde para a metilagao 
da fita-filha de DNA, tornando esse padrao diretamente herdavel apos a replicagao do 
DNA (Figura 7-44). 

Ainda que os padroes de metilagao do DNA possam ser mantidos em celulas di- 
ferenciadas pelo mecanismo mostrado na Figura 7-44, padroes de metilagao sao dina- 
micos durante o desenvolvimento de mamiferos. Logo apos a fertilizagao ocorre uma 
ampla onda de desmetilagao do genoma, quando a grande maioria dos grupos metil e 
perdida do DNA. Essa desmetilagao pode ocorrer tanto pela supressao da atividade das 
metiltransferases de manutengao do DNA, resultando em uma perda passiva de grupos 
metila durante cada ciclo de replicagao do DNA, como por uma enzima de desmetilagao 
(discutida adiante). Posteriormente no desenvolvimento, novos padroes de metilagao 
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Figura 7-44 Como os padroes de metilagao do DNA sao fielmente herdados. No DNA de vertebrados, uma grande fragao dos nudeotideos 
citosina na sequencia CG e metilada (ver Figura 7-43). Devido a existencia de uma enzima metiladora direcionada por metil (a metiltransferase de ma¬ 
nutengao), uma vez que o padrao de metilagao do DNA seja estabelecido, cada sftio de metilagao sera herdado na progenie do DNA, como mostrado. 


sao estabelecidos por varias DNA metiltransferases de novo, que sao dirigidas ao DNA 
por protemas ligadoras de DNA sequencia-especificas. Uma vez que novos padroes de 
metilagao sejam estabelecidos, eles podem ser propagados por meio das rodadas de re¬ 
plicagao do DNApelas metiltransferases de manutengao. 

A metilagao do DNA possui varios usos na celula vertebrada. Um papel muito 
importante e atuar conjuntamente com outros mecanismos de controle da expressao 
genica para estabelecer uma forma particularmente eficiente de repressao genica. Essa 
combinagao de mecanismos garante que os genes eucarioticos nao necessarios possam 
ser reprimidos em graus muito altos. Por exemplo, a taxa na qual um gene de vertebrados 
e transcrito pode variar 10 6 vezes entre um tecido e outro. Os genes de vertebrados nao 
expressos sao muito menos "vazantes” em termos de transcrigao do que os genes bacte- 
rianos, nos quais a maior diferenga conhecida nas taxas de transcrigao entre os estados 
de genes expressos e nao expressos e de aproximadamente mil vezes. 

A metilagao do DNA auxilia a reprimir a transcrigao de varias maneiras. Os grupos 
metila em citosinas metiladas residem no sulco maior do DNA e interferem diretamente 
na ligagao de protemas (reguladores transcricionais, assim como fatores de transcrigao 
gerais) requeridos para a iniciagao da transcrigao. Alem disso, a celula content um reper- 
torio de protemas que se ligam especificamente ao DNA metilado. A mais bem caracteri- 
zada delas associa-se com enzimas modificadoras de histonas, resultando em um estado 
de cromatina repressivo no qual a estrutura da cromatina e a metilagao do DNA agem 
de forma sinergica (Figura 7-45). Um reflexo da importancia da metilagao do DNA em 
humanos e o envolvimento difundido dos padroes de metilagao “incorretos” durante a 
progressao do cancer (discutido no Capitulo 20). 

As ilhas ricas em CG estao associadas a muitos genes em 
mamfferos 

Devido a maneira de funcionar das enzimas de reparo do DNA, os nucleotideos C meti- 
lados no genoma dos vertebrados tendem a ser eliminados durante o curso da evolugao. 
A desaminagao acidental de um C nao metilado origina um U (ver Figura 5-38), que nao 
esta normalmente presente no DNA e, assim, e reconhecido facilmente pela enzima de 
reparo do DNA uracila DNA-glicosilase, sendo excisado e entao substituido por um C 
(como discutido no Capitulo 5). Contudo, uma desaminagao acidental de um 5-metil 
C nao pode ser reparada dessa maneira, pois o produto da desaminagao e um T e, por- 
tanto, e indistinguivel dos outros nucleotideos T nao mutantes do DNA. Embora exista 
um sistema enzimatico especial para remover os nucleotideos T mutantes, muitas das 
desaminagoes escapam da detecgao, de maneira que aqueles nucleotideos C no genoma 
que sao metilados tendem a mutar para T durante o tempo evolutivo. 
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Figura 7-45 Multiplos mecanismos 
contribuem para a repressao genica 
estavel. Neste exemplo esquematico, as 
proteinas leitoras e escritoras de histonas 
(discutidas no Capitulo 4), sob a diregao 
de reguladores transcricionais, estabele- 
cem uma forma repressora de cromatina. 
Uma DNA-metilase de novo e atraida pela 
leitora de histonas e metilases proximas 
as citosinas no DNA, as quais sao, por 
sua vez, ligadas por proteinas de ligagao 
ao DNA metilado. Durante a replicagao 
do DNA, algumas das histonas modifica- 
das {ponto azul) serao herdadas por urn 
cromossomo-filho, algumas pelo outro, e 
em cada filho elas podem induzir a recons- 
trugao do mesmo padrao de modificagoes 
da cromatina (discutido no Capitulo 4). 

Ao mesmo tempo, o mecanismo mos- 
trado na Figura 7-44 induzira ambos os 
cromossomos-filhos a herdarem o mesmo 
padrao de metilagao. Nesses casos, onde a 
metilagao do DNA estimula a atividade da 
escritora de histona, os dois mecanismos 
de heranga irao se reforgar mutuamente. 
Esse esquema pode explicar a heranga 
pelas celulas-filhas das modificagoes tanto 
nas histonas como no DNA. Ele tambem e 
capaz de explicar a tendencia de algumas 
modificagoes da cromatina de se espalha- 
rem ao longo do cromossomo (ver Figura 
4-44). 
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Durante o curso da evolugao, mais de tres de cada quatro CGs foram perdidos dessa 
forma, deixando os vertebrados com uma consideravel deficiencia desse dinucleotideo. 
As sequencias CG que permaneceram estao desigualmente distribuidas no genoma; elas 
estao presentes em quantidades dez vezes maiores que a sua densidade media em regioes 
selecionadas, chamadas de ilhas CG, que apresentam em media mil pares de nucleoti- 
deos de comprimento. O genoma humano contem aproximadamente 20 mil ilhas CG e 
elas geralmente incluem promotores de genes. Por exemplo, 60% dos genes codificadores 
de proteinas possuem promotores embebidos em ilhas CG e elas incluem praticamente 
todos os promotores dos genes denominados genes de manutenpdo - aqueles que codifi- 
cam muitas proteinas essenciais para a viabilidade celular, sendo, portanto, expressos em 
praticamente todas as celulas (Figura 7-46). Em escalas de tempo evolutivas, as ilhas CG 
foram poupadas da taxa de mutagao acelerada do conjunto das sequencias CG porque 
elas permaneceram nao metiladas na linhagem germinativa (Figura 7-47). 

As ilhas CG tambem permanecem nao metiladas na maioria dos tecidos somaticos 
independentemente de os genes associados serem ou nao expressos. O estado nao meti¬ 
lado e mantido por proteinas ligadoras de DNA sequencia-especificas, muitas das quais 
contem um CG em suas sequencias reguladoras cz's-atuantes. Ao se ligarem nessas sequen¬ 
cias, que estao espalhadas atraves de ilhas CG, elas protegem o DNA da agao das metil- 
transferases. Essas proteinas tambem recrutam DNA desmetilases, que convertem 5-metil 
C em hidroximetil C, que e posteriormente substuido por C, seja por meio de reparo de 
DNA (ver Figura 5-41A) ou, passivamente, por meio de multiplos passos de replicagao do 
DNA. As ilhas CG nao metiladas apresentam varias propriedades que as tornam particu- 
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Figura 7-46 llhas CG ao redor do pro¬ 
motor em tres genes de manutengao 
de marmferos. As caixas amarelas mos- 
tram a extensao de cada ilha. Como para 
a maioria dos genes em mamfferos, os 
exons ( vermelho-escuro ) sao muito curtos 
em relagao aos introns {vermelho-daro). 
(Adaptada de A.P. Bird, Trends Genet. 
3:342-347, 1987. Com permissao de 
Elsevier.) 
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larmente adequadas para promotores. Por exemplo, algumas das mesmas protemas que 
se ligam as ilhas CG e protegem-nas de metilagao recrutam enzimas modificadoras de his- 
tonas que tornam as ilhas particularmente “amigaveis a promotores”. Como resultado, a 
RNA-polimerase e frequentemente encontrada ligada a promotores dentro de ilhas CG, 
mesmo quando o gene associado nao esta sendo ativamente transcrito. Nas ilhas CG nao 
metiladas, o balango entre polimerase e montagem do nucleossomo e portanto deslocado 
em diregao ao primeiro. Passos adicionais sao necessarios para “empurrar” a polimerase 
ligada para iniciar a transcrigao de um gene adjacente, e esses passos sao dirigidos por 
reguladores transcricionais que se ligam a sequencias reguladoras ds-atuantes de DNA 
(frequentemente bem a montante das ilhas CG). Esses reguladores servem para liberar a 
polimerase com o auxilio de fatores de alongamento apropriados (ver Figura 7-21C e D). 


O imprinting genomico necessita da metilagao do DNA 

As celulas de marmferos sao diploides, contendo um conjunto de genes herdado do pai e 
um conjunto de genes herdado da mae. A expressao de uma pequena minoria de genes 
depende de ele ser herdado da mae ou do pai: quando a copia herdada do pai e ativa, a 
herdada da mae e silenciosa, ou vice-versa. Esse fenomeno e denominado imprinting 
genomico (impressao genomica). 

Aproximadamente 300 genes sofrem imprinting em humanos. Como somente 
uma copia de cada um desses genes e expressa, o imprinting pode "desmascarar” mu¬ 
tates que normalmente seriam suprimidas pela copia funcional. Por exemplo, a sm- 
drome de Angelman, um disturbio do sistema nervoso em humanos que causa redugao 
da capacidade mental e prejuizos graves na fala, resulta de uma delegao genica em um 
homologo cromossomica e o silenciamento, por imprinting, do gene intacto no cromos- 
somo homologo correspondente. 

O gene que codifica o fator de crescimento semelhante a insulina 2 ( Igf2 ) no ca- 
mundongo fornece um exemplo bem estudado de imprinting. Os camundongos que nao 
expressam nada de Igf2 nascem com metade do tamanho de um camundongo normal. 
Entretanto, somente a copia paterna do Igf2 e transcrita e somente essa copia do gene 
influencia no fenotipo. Como resultado, os camundongos com o gene Igf2 paterno mu- 
tado sao diminutos, enquanto os camundongos com o gene Igf2 materno mutado sao 
normais. 

Precocemente, no embriao, os genes sujeitos a imprinting sao marcados por me¬ 
tilagao, conforme derivados de cromossomos oriundos do esperma ou do ovulo. Dessa 
maneira, a metilagao do DNA e usada como um marcador para distinguir duas copias 
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Figura 7-47 Mecanismo para explicar a deficiencia geral acentuada de sequencias 
CG e o seu agrupamento em ilhas CG nos genomas de vertebrados. Linhas brancas 
marcam a localizagao dos dinucleotideos CG nas sequencias de DNA, enquanto drculos 
vermelhos indicam a presenga de um grupo metila no dinucleotideo CG. As sequencias 
CG que se situam nas sequencias reguladoras dos genes transcritos nas celulas germina- 
tivas nao sao metiladas e, assim, tendem a ser retidas na evolugao. As sequencias metila¬ 
das CG, por outro lado, tendem a serem perdidas pela desaminagao de 5-metil C para T, 
a nao ser que a sequencia CG seja crftica para a sobrevivencia. 
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Figura 7-48 Imprinting no camundongo. A parte superior da figura mostra um par de cromossomos homologos das celulas somaticas de dois camundongos 
adultos, um macho e uma femea. Nesse exemplo, ambos os camundongos herdaram o homologo de cima de seu pai e o homologo de baixo de sua mae, e a 
copia paterna de um gene submetido a imprinting (indicado em laranja) esta metilada, o que impede a sua expressao. A copia materna do mesmo gene (ama- 
relo) e expressa. 0 restante da figura mostra o resultado de um cruzamento entre esses dois camundongos. Durante a formagao das celulas germinativas, mas 
antes da meiose, os padroes de imprinting genomicos sao apagados e, entao, muito depois no desenvolvimento das celulas germinativas, elas sao restabeleci- 
das em um padrao sexo-especifico (parte do meio da figura). Nos ovulos produzidos pelas femeas, nenhum alelo do gene A esta metilado. No espermatozoide 
do macho, ambos os alelos do gene A estao metilados. Sao mostrados mais abaixo na figura dois dos possiveis padroes de imprinting herdados pela progenie 
de camundongos; o camundongo a esquerda possui o mesmo padrao de imprinting que seus pais, enquanto o camundongo a direita possui o padrao oposto. 
Se os dois alelos do gene A sao distintos, esses padroes diferentes de imprinting podem causar diferengas fenotipicas na progenie dos camundongos, ainda que 
eles portem exatamente as mesmas sequences de DNA dos dois alelos do gene A. 0 imprinting se constitui em uma excegao importante ao comportamento 
genetico classico, e acredita-se que varias centenas de genes de camundongos sejam afetados dessa forma. Entretanto, a grande maioria dos genes de camun¬ 
dongo nao sofre imprinting, e, assim, as regras da heranga mendeliana aplicam-se para a maior parte do genoma de camundongos. 


de um gene que, de outro modo, poderiam ser identicas (Figura 7-48). Como os genes 
que sofrem imprinting nao sao afetados pela onda de desmetilagao que ocorre em segui- 
da, apos a fertilizagao (ver p. 404-405), esse marcador possibilita que celulas somaticas 
"relembrem” a origem parental de cada uma das duas copias e, como consequencia, re- 
gulem a sua expressao de forma apropriada. Na maioria das situagoes, o imprinting de 
metilas silencia a expressao de genes proximos. Em alguns casos, entretanto, ele pode 
ativar a expressao de um gene. No caso do Igf2, por exemplo, a metilagao de um ele- 
mento isolador no cromossomo de origem paterna bloqueia sua fungao e possibilita que 
sequencias reguladoras ds-atuantes distantes ativem a transcrigao do gene Igf2. No cro¬ 
mossomo de origem materna, o isolador nao e metilado, e o gene Igf2, portanto, nao e 
transcrito (Figura 7-49A). 
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Outros casos de imprinting envolvem RNAs nao codificadores longos, que sao de- 
finidos como moleculas de RNA com mais de 200 nucleotideos de extensao que nao co- 
dificam protemas. Discutiremos amplamente os IncRNAs no final deste capitulo; no mo- 
mento, focaremos no papel de um IncRNA especifico no imprinting genomico. No caso 
do gene Kcnql, que codifica um canal de calcio dependente de voltagem necessario para 
a fungao cardiaca apropriada, o IncRNA e produzido a partir do alelo paterno (que e nao 
metilado), mas nao e liberado pela RNA-polimerase, permanecendo, em vez disso, no 
seu sitio de smtese no molde de DNA. Esse RNA, por sua vez, recruta enzimas de modi- 
ficagao de histonas e de metilagao de DNA que dirigem a formagao de cromatina repres¬ 
sive que silencia o gene codificador de proteina associado ao cromossomo de origem 
paterna (Figura 7-49B). Por outro lado, o gene de origem materna e imune a esses efei- 
tos, porque a metilagao especifica presente resultante de imprinting bloqueia a smtese 
do IncRNA, mas permite a transcrigao do gene codificador de proteina. Assim como o 
Igf2, a especificidade do imprinting do Kcnql e originada de padroes de metilagao her- 
dados; a diferenga reside na forma como esses padroes promovem expressao diferencial 
do gene que sofre imprinting. 

Por que o imprinting existe e um completo misterio. Em vertebrados, ele e restrito 
aos mamiferos placentarios, e todos os genes que sofrem imprinting estao envolvidos no 
desenvolvimento fetal. Uma ideia e a de que o imprinting reflita um meio termo na bata- 
lha evolutiva entre os machos querendo produzir proles maiores e as femeas querendo 
limitar o tamanho da prole. Qualquer que seja o objetivo, o imprinting fornece uma evi- 
dencia surpreendente de que outras caracteristicas do DNA, alem da sua sequencia de 
nucleotideos, podem ser herdadas. 

As grandes alteragoes cromossomicas na estrutura da cromatina 
podem ser herdadas 

Vimos que a metilagao do DNA e certos tipos de estrutura da cromatina podem ser her- 
daveis, preservando padroes de expressao genica atraves de geragoes celulares. Talvez o 
exemplo mais notavel desses efeitos ocorra em mamiferos, nos quais uma alteragao na 
estrutura da cromatina de um cromossomo inteiro e utilizada para modular os mveis de 
expressao da maioria dos genes daquele cromossomo. 

Machos e femeas diferem em seus cromossomos sexuais. As femeas possuem dois cro- 
mossomos X, enquanto os machos possuem um X e um Y. Como resultado, as celulas das fe¬ 
meas contem duas vezes mais copias de genes do cromossomo X do que as celulas dos ma¬ 
chos. Em mamiferos, os cromossomos sexuais X e Y diferem radicalmente em seu conteudo 
genico: o cromossomo X e grande e contem mais de mil genes, enquanto o cromossomo Y 


Figura 7-49 Mecanismos de imprin¬ 
ting. (A) Nos cromossomos herdados da 
femea, uma proteina denominada CTCF 
liga-se a um isolador (ver Figura 7-24), blo- 
queando a comunicagao entre sequences 
reguladoras c/s-atuantes (verde) e o gene 
Igf2 (laranja). Dessa forma, Igf2 nao e ex- 
pressa a partir do cromossomo herdado da 
mae. Devido ao imprinting, o isolador pre¬ 
sente no cromossomo paterno e metilado 
(circulos vermelhos)] isso inativa o isolador 
por bloquear a ligagao da proteina CTCF 
e possibilita que sequences reguladoras 
c/s-atuantes ativem a transcrigao do gene 
Igf2. Em outros exemplos de imprinting, a 
metilagao simplesmente bloqueia a expres¬ 
sao genica por interferir na ligagao de pro- 
teinas necessarias a transcrigao dos genes. 
(B) Imprinting do gene Kcnql de camun- 
dongo. A smtese do IncRNA a partir do 
cromossomo materno e bloqueada pela 
metilagao do DNA ( circulos vermelhos), e 
o gene Kcnql e expresso. Por outro lado, 
o IncRNA e sintetizado a partir do cromos¬ 
somo paterno, permanecendo no local 
de smtese e promovendo alteragoes na 
estrutura da cromatina que bloqueiam a 
expressao do gene Kcnql. Ainda que mos- 
tradas ligando-se diretamente ao IncRNA, 
as enzimas modificadoras de histonas sao 
provavelmente recrutadas de forma indire- 
ta, por meio de protemas adicionais. 
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e menor e content menos de cem genes. Os mamiferos desenvolveram um mecanismo de 
compensagao de dose para equalizar a dosagem dos produtos genicos do cromossomo X 
entre machos e femeas. A razao correta entre os produtos genicos do cromossomo X e os dos 
autossomos (cromossomos que nao sao sexuais) e cuidadosamente controlada, e mutagoes 
que interferem nessa compensagao de dose geralmente sao letais. 

Os mamiferos realizam a compensagao de dose por meio da inativagao transcri- 
cional de um dos dois cromossomos X em celulas somaticas de femeas, um processo 
denominado inativagao do X. Como resultado da inativagao do X, dois cromossomos X 
podem coexistir dentro do mesmo nucleo, expostos aos mesmos reguladores transcri- 
cionais difusiveis, ainda que difiram completamente em sua expressao. 

No inicio do desenvolvimento de um embriao de uma femea, quando ele consiste 
em poucas centenas de celulas, um dos dois cromossomos X em cada celula torna-se 
altamente condensado em um tipo de heterocromatina. A escolha inicial sobre qual cro¬ 
mossomo X inativar, o herdado da mae (X^) ou o herdado do pai (X^), e feita ao acaso. 
Uma vez que Xp ou X^ tenha sido inativado, ele permanece silencioso por todas as di- 
visoes celulares daquela celula e da sua progenie, indicando que o estado inativado e 
fielmente mantido por muitos ciclos de replicagao do DNA e mitoses. Devido ao fato 
de a inativagao do X ocorrer ao acaso e apos milhares de celulas ja terem sido formadas 
no embriao, cada femea e um mosaico de grupos clonais de celulas nas quais X p ou X^ 
estao silenciosos (Figura 7-50). Esses grupos clonais estao distribuidos em pequenos 
agrupamentos no animal adulto, uma vez que as celulas-irmas tendem a permanecer 
juntas durante os estagios mais tardios no desenvolvimento (Figura 7-51). Por exemplo, 
a inativagao do cromossomo X origina a coloragao de pelagem cor de laranja e preta 
“casco de tartaruga ,, em algumas femeas de gatos. Nessas gatas, um cromossomo X porta 
um gene que produz pelos cor de laranja, e outro cromossomo X porta um alelo do mes¬ 
mo gene que resulta em pelos pretos; e a inativagao ao acaso do X que produz manchas 
de celulas de duas cores distintas. Em contraste, os gatos machos desse grupo genetico 


Celula no embriao jovem 




Figura 7-50 Inativagao do X. A heranga 
clonal em femeas de mamiferos de um 
cromossomo X condensado inativado. 
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Figura 7-51 Celulas de fotorreceptores na retina de um camundongo femea 
mostrando padroes de inativagao do cromossomo X. Usando tecnicas de engenha- 
ria genetica (descritas no Capitulo 8), a linhagem germinativa de um camundongo foi 
modificada de tal forma que uma copia do cromossomo X (caso esteja ativa) produz uma 
proteina verde fluorescente e a outra uma proteina fluorescente vermelha. Ambas as pro- 
teinas se concentram no nucleo e, no campo de celulas mostrado, fica claro que somente 
um dos cromossomos X esta ativo em cada celula. (De H. Wu et al., Neuron 81:103-119, 
2014. Com permissao de Elsevier.) 

sao totalmente cor de laranja ou totalmente pretos, dependendo de qual cromossomo X 
eles herdaram de suas maes. Ainda que a inativagao do cromossomo X seja mantida por 
milhares de divisoes celulares, ela e revertida durante a formagao da linhagem germi¬ 
nativa, de tal forma que os ovocitos haploides contem um cromossomo X ativo e podem 
expressar produtos genicos ligados ao X. 

Como um cromossomo inteiro tern sua transcrigao inativada? A inativagao do 
cromossomo X e iniciada e espalha-se a partir de um unico sitio proximo ao meio do 
cromossomo X, o centro de inativagao do X (XIC, do ingles X-inactivation center ). Den- 
tro do XIC, um IncRNA de 20 mil nucleotideos e transcrito (denominado Xist), sendo 
expresso somente a partir do cromossomo X inativo. O RNA Xist espalha-se a partir do 
XIC pelo cromossomo inteiro e direciona o silenciamento genico. Ainda que nao saiba- 
mos bem como isso e conseguido, o processo provavelmente envolve o recrutamento 
de enzimas modificadoras de histonas e outras protemas para formar uma estrutura 
repressiva da cromatina analoga vista na Figura 7-45. Curiosamente, cerca de 10% dos 
genes no cromossomo X (incluindo o proprio Xist) escapam desse silenciamento e per- 
manecem ativos. 

O espalhamento do RNA Xist ao longo do cromossomo X nao procede linearmente 
ao longo do DNA. Em vez disso, iniciando no seu sitio de smtese, ele primeiramente e 
transferido atraves da base das algas de DNA que constituem o cromossomo; esses ata- 
lhos explicam como Xist pode se espalhar tao rapidamente, por um mecanismo de trans¬ 
ference de “mao em mao w ao longo do cromossomo X, uma vez que o processo de inati¬ 
vagao tenha se iniciado (Figura 7-52). Ele tambem ajuda a explicar por que a inativagao 
nao se espalha para o outro cromossomo X, ativo. 

Imprinting genomico e inativagao do cromossomo X sao exemplos de expressao 
genica monoalelica, na qual, em um genoma diploide, somente uma das duas copias 
de um gene e expressa. Alem dos aproximadamente 1.000 genes no cromossomo X e os 
cerca de 300 genes que sofrem imprinting genomico, existem mais 1.000 a 2.000 genes 
humanos que exibem expressao monoalelica. Assim como a inativagao do cromossomo 
X (mas diferentemente do imprinting ), a escolha de qual copia do gene sera expressa e 
qual sera silenciada parece ser frequentemente aleatoria. Ainda assim, uma vez que a 
escolha tenha sido feita, ela pode persistir por muitas divisoes celulares. Os mecanismos 
responsaveis por esse tipo de expressao monoalelica nao sao conhecidos em detalhes, e 
seu proposito geral - se existir - e pouco conhecido. Varios mecanismos diferentes po¬ 
dem contribuir para tal heranga epigenetica, como explicaremos a seguir. 
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Mecanismos epigeneticos garantem que padroes estaveis de 
expressao genica possam ser transmitidos par a as celulas-filha 

Como vimos, uma vez que uma celula em um organismo se diferencia em um tipo celu- 
lar particular, ela geralmente permanece especializada daquela maneira; se ela se divide, 
as suas filhas herdam o mesmo carater de especializagao. Talvez a forma mais simples 
para uma celula se lembrar de sua identidade e por meio de um ciclo de retroalimenta- 
gao positiva no qual um regulador transcricional chave ativa, direta ou indiretamente, 
a transcrigao do seu proprio gene (ver Figura 7-39). Ciclos de retroalimentagao positiva 
entrelagados do tipo mostrado na Figura 7-37 fornecem maior estabilidade por tampo- 
nar o circuito contra flutuagoes no rnvel individual de qualquer regulador transcricio¬ 
nal. Como reguladores transcricionais sao sintetizados no citosol e se difundem atraves 
do nucleo, ciclos de retroalimentagao baseados nesse mecanismo irao afetar ambas as 
copias de um gene em uma celula diploide. Entretanto, como discutido nesta segao, o 
padrao de expressao de um gene em um cromossomo pode diferir daquele encontrado 
na copia genica correspondente no outro cromossomo (como na inativagao do cromos- 
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Transcrigao do RNA Xist a RNA Xist espalha-se RNA Xist liga-se a enzimas modificadoras 

partir de urn cromossomo X de forma escalonada de histonas e continua a se espalhar 


Figura 7-52 Inativagao do cromossomo 
X de marmferos. A inativagao do cromos¬ 
somo X se inicia com a sfntese do RNA Xist 
(transcrito especffico de inativagao do X, 
do ingles X-inactivation specific transcript) 
a partir do locus XIC (centra de inativagao 
do X, do ingles X-inactivation center) e se 
move para fora em diregao as extremida- 
des dos cromossomos. De acordo com o 
modelo representado, o longo RNA Xist 
(=20.000 nucleotideos) possui muitos sf- 
tios de ligagao de baixa afinidade por com- 
ponentes estruturais dos cromossomos e 
se espalha liberando a sua associagao em 
uma porgao do cromossomo enquanto 
prende-se em outra. A sfntese continuada 
de Xist a partir do centra do cromossomo 
impulsiona-o para as extremidades. Como 
mostrado, o RNA Xist nao se move linear- 
mente ao longo do DNA cromossomico, 
mas, em vez disso, move-se primeiramente 
atraves da base das algas cromossomicas. 
Foi proposto que as porgoes do DNA 
cromossomico nas extremidades de algas 
longas contem os 10% dos genes que es- 
capam da inativagao do cromossomo X. 


somo X ou no imprinting), e tais diferengas tambem podem ser transmitidas ao longo de 
muitas divisoes celulares. 

A capacidade de uma celula-filha de reter uma memoria de padroes de expressao 
genica que estiveram presentes na celula parental e um exemplo de heranga epigenetica: 
uma alteragao herdavel no fenotipo de uma celula ou organismo que nao resulta de mu¬ 
dangas na sequencia de nucleotideos do DNA (discutido no Capitulo 4). (Infelizmente, o 
termo epigenetica e algumas vezes tambem usado para se referir a todas as modificagoes 
covalentes das histonas e DNA, sendo elas autopropagantes ou nao; muitas dessas modi¬ 
ficagoes sao apagadas cada vez que uma celula se divide e nao geram memoria celular.) 

Na Figura 7-53, contrastamos dois mecanismos epigeneticos autopropagantes 
que atuam em cis, afetando somente uma das copias cromossomicas, com dois meca¬ 
nismos autopropagantes que atuam em trans, afetando ambas as copias cromossomicas 
de um gene. As celulas podem combinar esses mecanismos para garantir que padroes 
de expressao genica sejam mantidos e herdados de forma acurada e segura - por um 
periodo de ate cem anos ou mais no nosso proprio caso. 

Podemos ter uma ideia da prevalencia das mudangas epigeneticas comparando 
gemeos identicos. Seus genomas tern a mesma sequencia de nucleotideos, e obviamente 
muitas caracteristicas de gemeos identicos - como sua aparencia - sao determinadas for- 
temente pelas sequencias do genoma que eles herdam. Entretanto, quando seus padroes 
de expressao genica, modificagao de histonas e metilagao de DNA sao comparados, muitas 
diferengas sao observadas. Como essas diferengas de expressao sao grosseiramente corre- 
lacionadas nao somente com a idade, mas tambem com o tempo com que os gemeos des- 
penderam longe um do outro, foi proposto que algumas dessas diferengas sao herdaveis de 
celula para celula e sao o resultado da agao de fatores ambientais. Ainda que esses estudos 
estejam nas etapas iniciais, a ideia de que eventos ambientais possam ser permanentemen- 
te registrados como mudangas epigeneticas nas nossas celulas e fascinante, e apresenta-se 
como um desafio importante para a proxima geragao de cientistas da area biologica. 

Resumo 

As celulas eucarioticas podem usar formas herdadas de metilagao de DNA e estados her¬ 
dados de condensagao da cromatina como mecanismos adicionais para gerar memoria 
celular de padroes de expressao genica. Um caso especialmente dramatico que envolve 
condensagao da cromatina e a inativagao de um cromossomo X inteiro emfemeas de ma- 
miferos. A metilagao de DNA esta por tras dofendmeno de imprinting em mamiferos, no 
qual a expressao de um gene depende de ele ter sido herdado a partir do cromossomo ma¬ 
terno ou paterno. 
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CONTROLES POS-TRANSCRICIONAIS 

Em principio, cada passo necessario para o processo de expressao genica pode ser con- 
trolado. De fato, podemos encontrar exemplos de cada tipo de regulagao, e muitos genes 
sao regulados por multiplos mecanismos. Conforme vimos, os controles na iniciagao da 
transcrigao genica sao a forma critica de regulagao da maioria dos genes. Mas outros 
controles podem atuar mais tarde, na via do DNA para a protema, a fim de modular a 
quantidade de produto genico que e produzida - e em alguns casos para determinar 
a sequencia de aminoacidos do produto proteico. Esses controles pos-transcricionais, 
que operam apos a RNA-polimerase ter se ligado ao promotor do gene e iniciado a sinte- 
se do RNA, sao cruciais para a regulagao de muitos genes. 

Nas segoes seguintes, consideraremos as variagoes de regulagao pos-transcricio- 
nal em ordem temporal, de acordo com a sequencia de eventos que seria experimentada 
por uma molecula de RNA apos a sua transcrigao ter comegado (Figura 7-54). 


A atenuagao da transcrigao produz a terminagao prematura de 
algumas moleculas de RNA 

Ha muito tempo sabe-se que a expressao de alguns genes e inibida pela terminagao pre¬ 
matura da transcrigao, um fenomeno chamado de atenuagao da transcrigao. Em alguns 
desses casos, a cadeia nascente de RNA adota uma estrutura que a induz a interagir com 
a RNA-polimerase de maneira a abortar a sua transcrigao. Quando o produto genico e 
necessario, as protefnas reguladoras ligam-se a cadeia nascente de RNA e removem a 
atenuagao, permitindo a transcrigao de uma molecula completa de RNA. 


Figura 7-53 Quatro mecanismos distintos 
que podem produzir uma forma epigeneti- 
ca de heranga em um organismo. (A) Meca¬ 
nismos epigeneticos que atuam em c/s. Como 
discutido nesse capftulo, uma metilase de 
manutengao pode propagar padroes especffi- 
cos de metilagao em citosinas (ver Figura 7-44). 
Como discutido no Capftulo 4, uma enzima 
de modificagao de histonas que replica a mes- 
ma modificagao que a atrai para a cromatina 
pode tornar essa modificagao autopropagante 
(ver Figura 4-44). (B) Mecanismos epigeneticos 
que atuam em trans. Ciclos de retroalimenta- 
gao positiva, formados por reguladores transcri- 
cionais, sao encontrados em todas as especies 
e sao provavelmente a forma mais comum de 
memoria celular. Como discutido no Capftulo 
3, algumas protefnas podem formar prions au- 
topropagantes (Figura 3-33). Se essas protefnas 
estiverem envolvidas em expressao genica, elas 
podem transmitir padroes de expressao genica 
para as celulas-filha. 
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Figura 7-54 Controles pos-transcricionais 
da expressao genica. A taxa final de sfntese 
de uma protefna pode, em principio, ser con- 
trolada em qualquer das etapas listadas em le- 
tras maiusculas. Alem disso, o splicing de RNA, 
a edigao do RNA e a tradugao recodificada 
tambem podem alterar a sequencia de aminoa¬ 
cidos em uma protefna, tornando possfvel para 
a celula produzir mais de uma variante proteica 
a partir do mesmo gene. Somente algumas 
das etapas descritas aqui provavelmente sejam 
importantes para a regulagao de qualquer 
protefna em particular. 
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Ribocontrolador 



Guanina 



(B) 


Genes para a bioss intese 
de purinas DESLIGADOS 


Figura 7-55 Ribocontrolador que res- 
ponde a guanina. (A) Neste exemplo, 
que ocorre em bacterias, o ribocontrolador 
regula a expressao de genes da biossintese 
de purinas. Quando os nfveis de guanina 
nas celulas estao baixos, uma RNA-polime- 
rase transcreve os genes para a biossintese 
de purinas, e as enzimas necessarias para 
a smtese de guanina sao desse modo 
expressas. (B) Quando a guanina esta 
abundante, ela liga-se ao ribocontrolador, 
induzindo-o a sofrer uma alteragao con- 
formacional que forga a RNA-polimerase 
a terminar a transcrigao (ver Figura 6-11). 
(C) Guanina ( vermelho ) ligada ao ribocon¬ 
trolador. Somente aqueles nucleotideos 
que formam a regiao de ligagao a guanina 
estao mostrados. Muitos outros ribocon- 
troladores existem, incluindo aqueles que 
reconhecem a 5-adenosilmetionina, a 
coenzima B 12 , o mononucleotideo flavina, 
a adenina, a lisina e a glicina. (Adaptada 
de M. Mandal e R.R. Breaker, Nat. Rev. 

Mol. Cell Biol. 5:451-463, 2004. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd; 
e C.K. Vanderpool e S. Gottesman, Mol. 
Microbiol. 54:1076-1089, 2004. Com 
permissao de Blackwell Publishing.) 



(C) 


Um exemplo bem estudado de atenuagao da transcrigao ocorre durante o ciclo de 
vida do HIV, o virus da imunodeficiencia humana, que e o agente causal da sindrome 
da imunodeficiencia adquirida, ou Aids. Uma vez que o genoma do HIV tenha se inte- 
grado no genoma hospedeiro, o DNA viral e transcrito pela RNA-polimerase II celular 
(ver Figura 5-62). Entretanto, essa polimerase do hospedeiro normalmente termina a 
transcrigao apos sintetizar transcritos de varias centenas de nucleotideos e, assim, nao 
consegue transcrever de maneira eficiente o genoma viral inteiro. Quando as condigoes 
para o crescimento viral sao otimas, uma proteina codificada pelo virus denominada 
Tat, que se liga a uma estrutura especifica haste-alga no RNA nascente que contem uma 
“base saliente” impede a sua terminagao prematura (ver Figura 6-89). Uma vez ligada a 
essa estrutura especifica de RNA (chamada de TAR), a Tat associa-se a varias protemas 
da celula hospedeira, que possibilitam que a RNA-polimerase continue a transcrever. 
A fungao normal de pelo menos algumas dessas protemas celulares e evitar pausas e 
a terminagao prematura da RNA-polimerase, enquanto ela transcreve genes celulares 
normais. Portanto, um mecanismo celular normal foi aparentemente sequestrado pelo 
HIV para possibilitar que a transcrigao do genoma dele seja controlada por uma unica 
proteina viral. 

Ribocontroladores provavelmente representam formas ancestrais 
de controle genico 

No Capitulo 6, discutimos a ideia de que, antes das celulas modernas terem surgido na 
Terra, o RNA desempenhou o papel tanto de DNA quanto de protemas, armazenando 
a informagao hereditaria e catalisando reagoes quimicas (ver p. 362-366). A descoberta 
de ribocontroladores mostra que o RNA tambem pode formar mecanismos de contro¬ 
le. Os ribocontroladores sao sequencias curtas de RNA que alteram a sua conformagao 
ligando-se a pequenas moleculas, como metabolitos. Cada ribocontrolador reconhece 
uma molecula pequena especifica, e a alteragao conformacional resultante e utilizada 
para regular a expressao genica. Os ribocontroladores estao frequentemente localizados 
proximos a extremidade 5' dos mRNAs e enovelam-se enquanto o mRNA esta sendo sin- 
tetizado, bloqueando ou permitindo o progresso da RNA-polimerase, dependendo de a 
molecula reguladora pequena estar ligada (Figura 7-55). 

Os ribocontroladores sao particularmente comuns em bacterias, nas quais eles 
detectam pequenos metabolitos-chave na celula e ajustam a expressao genica de forma 
apropriada. Talvez as suas caracteristicas mais surpreendentes sejam a alta especificida- 
de e afinidade com as quais cada um reconhece somente a molecula pequena apropria- 
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Figura 7-56 Cinco padroes de splicing alternativo do RNA. Em cada caso, um unico tipo de 
transcrito de RNA pode sofrer o splicing de duas maneiras alternativas a fim de produzir dois mRNAs 
distintos (1 e 2). As caixas azul-escuras marcam as possfveis sequences de exons que sao retidas em 
ambos os mRNAs. As caixas azul-claras marcam as possfveis sequences de exons que sao inclufdas 
em somente um dos mRNAs. As caixas sao interligadas por linhas vermelhas para indicar quando as 
sequences intronicas ( amarelo ) sao removidas. (Adaptada de H. Keren et al. Nat. Rev. Genet. 1 1:345- 
355, 2010. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 

da; em muitos casos, cada caracteristica quimica da molecula pequena e lida pelo RNA 
(Figura 7-55C). Alem disso, as afinidades de ligagao observadas sao tao altas quanto as 
observadas entre pequenas moleculas e protemas. 

Os ribocontroladores sao, talvez, os exemplos mais economicos de mecanismos 
de controle genico, uma vez que dispensam a necessidade de protemas reguladoras por 
completo. No exemplo mostrado na Figura 7-55, o ribocontrolador regula o alongamento 
da transcrigao, mas tambem regula outras etapas na expressao genica, como veremos 
mais adiante neste capitulo. Claramente, dispositivos de controle genico altamente so- 
fisticados podem ser produzidos a partir de sequencias curtas de RNA, um fato que cor- 
robora a hipotese de um “mundo de RNA' anterior. 

O splicing alternativo do RNA pode produzir diferentes formas de 
uma protefna a partir do mesmo gene 

Como discutido no Capitulo 6 (ver Figura 6-26), os transcritos de muitos genes eucario- 
tos sao encurtados pelo splicing do RNA, no qual as sequencias dos mtrons sao removi¬ 
das do precursor do mRNA. Vimos tambem que uma celula pode processar o transcrito 
de RNA de diferentes maneiras e desse modo fazer diferentes cadeias polipeptidicas a 
partir do mesmo gene - um processo denominado splicing alternativo do RNA (Figura 
7-56). Uma proporgao substancial dos genes de animais (estimados 90% em humanos) 
produz multiplas protemas desse modo. 

Quando existem diferentes possibilidades de splicing em varias posigoes no trans¬ 
crito, um unico gene pode produzir duzias de protemas diferentes. Em um caso extremo, 
um gene da Drosophila pode produzir em torno de 38 mil protemas diferentes a partir 
de um unico gene por meio do splicing alternativo (Figura 7-57), embora somente uma 
pequena fragao dessas formas tenha sido experimentalmente observada. Considerando 
que o genoma da Drosophila possui aproximadamente 14 mil genes identificados, e claro 
que a complexidade proteica de um organismo pode exceder bastante o numero desses 
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Figura 7-57 Splicing alternativo de transcritos de RNA do gene Dscam de Drosophila. As protefnas DSCAM possuem diferentes fungoes. Em celulas do 
sistema imune de moscas, elas medeiam a fagocitose de patogenos bacterianos. Nas celulas do sistema nervoso, protefnas DSCAM sao necessarias para o estabeleci- 
mento adequado das conexoes entre neuronios. 0 mRNA final contem 24 exons, quatro dos quais (indicados A, B, C e D) estao presentes no gene Dscam como uma 
serie de exons alternativos. Cada RNA contem 1 de 12 alternativas para o exon A ( vermelho ), 1 de 48 alternativas para o exon B (verde), 1 de 33 alternativas para o 
exon C ( azul) e 1 de 2 alternativas para o exon D (amarelo). Somente um dos muitos padroes possfveis de splicing (indicado pela linha vermelha e pelo mRNA maduro 
abaixo dela) e mostrado. Cada variante da protefna DSCAM se enovelaria praticamente na mesma estrutura (predominantemente uma serie de domfnios extracelu- 
lares semelhantes a imunoglobulina ligados a uma regiao que atravessa a membrana [ver Figura 24-48]), mas a sequencia de aminoacidos dos domfnios variaria de 
acordo com o padrao de splicing. A diversidade de variantes DSCAM contribui para a plasticidade do sistema imune, assim como para a formagao de circuitos neuro- 
nais complexos; abordaremos o papel especffico de variantes DSCAM em mais detalhes quando descrevermos o desenvolvimento do sistema nervoso no Capitulo 21. 
(Adaptada de D.L. Black, Cell 103:367-370, 2000. Com permissao de Elsevier.) 
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genes. Esse exemplo tambem ilustra o perigo de equacionar um numero genico com a 
complexidade de um organismo. Por exemplo, o splicing alternativo e raro em leveduras 
unicelulares que se reproduzem por brotamento, mas muito comum em moscas. As leve¬ 
duras que se reproduzem por brotamento possuem -6.200 genes, dos quais aproximada- 
mente 300 estao sujeitos ao splicing , e praticamente todos apresentam apenas um unico 
intron. Dizer que as moscas possuem somente 2 a 3 vezes mais genes que as leveduras e 
subestimar muito a diferenga em termos de complexidade desses dois genomas. 

Em alguns casos, o splicing alternativo do RNA ocorre porque ha uma ambiguidade 
na sequencia do intron : o mecanismo-padrao do spliceossomo para a remogao das se¬ 
quences intronicas (discutido no Capitulo 6) nao e capaz de distinguir completamente 
entre dois ou mais pareamentos alternatives de sitios de splicing 5' e % de maneira que 
as diferentes escolhas sao feitas ao acaso nos diferentes transcritos individuais. Onde tal 
splicing alternativo constitutive ocorre, varias versoes da protema codificada pelo gene 
sao feitas em todas as celulas nas quais o gene e expresso. 

Em muitos casos, entretanto, o splicing alternativo do RNA e regulado. Nos exem- 
plos mais simples, o splicing regulado e usado para alterar a produgao de uma protema 
nao funcional para a produgao de uma protema funcional (ou vice-versa). A transposase 
que catalisa a transposigao do elemento P da Drosophila , por exemplo, e produzida em 
uma forma funcional nas celulas germinativas e em uma forma nao funcional nas celulas 
somaticas da mosca, permitindo ao elemento P espalhar-se por todo o genoma da mos- 
ca, sem causar danos as celulas somaticas (ver Figura 5-61). A diferenga na atividade do 
transposon foi explicada pela presenga de uma sequencia intronica no RNA da transpo¬ 
sase que e removida somente nas celulas germinativas. 

Alem de permitir a comutagao entre a produgao de uma protema funcional e a 
produgao de uma protema nao funcional (ou vice-versa), a regulagao do splicing de RNA 
pode gerar diferentes versoes de uma protema em diferentes tipos celulares, de acordo 
com as necessidades da celula. A tropomiosina, por exemplo, e produzida em formas es- 
pecializadas em diferentes tipos de celulas (ver Figura 6-26). As formas de tipos celulares 
especificos de muitas outras protemas sao produzidas da mesma maneira. 

O splicing do RNA pode ser regulado tanto negativamente, por uma molecula que 
impega que a maquinaria de splicing tenha acesso a um sitio particular de splicing no RNA, 
como positivamente, por uma molecula reguladora que auxilie a direcionar a maquinaria 
de splicing para outro sitio de splicing que, de outra maneira, seria ignorado (Figura 7-58). 

Devido a plasticidade do splicing do RNA, o bloqueio de um sitio de splicing “forte" 
frequentemente ira expor um sitio “fraco” e resultara em padroes diferentes de splicing. 
Portanto, o splicing de uma molecula de pre-mRNA pode ser pensado como um balango 
delicado entre sitios de splicing competidores - um balango que pode ser facilmente des- 
locado para um lado por meio da agao de protemas reguladoras sobre o splicing. 


Figura 7-58 Controles negativo e 
positivo do splicing alternativo do RNA. 

(A) No controle negativo, uma proteina 
repressora liga-se a uma sequencia espeef- 
fica do transcrito de pre-mRNA e bloqueia 
o acesso da maquinaria de splicing a uma 
jungao de splicing. Isso resulta frequen¬ 
temente no uso de um segundo sitio de 
splicing, produzindo, desse modo, um pa- 
drao alterado de splicing (ver Figura 7-56). 

(B) No controle positivo, a maquinaria do 
splicing nao e capaz de remover de maneira 
eficiente uma sequencia intronica particular 
sem a assistencia de uma proteina ativado- 
ra. Como o RNA e flexivel, as sequences de 
nucleotfdeos que se ligam nesses ativadores 
podem ser localizados a muitos pares de 
nucleotfdeos de distancia dasjungoes de 
splicing que eles controlam, sendo frequen¬ 
temente denominados estimuladores de 
splicing, em analogia aos estimuladores 
transcricionais mencionados anteriormente 
neste capitulo. 


A definigao de gene foi modificada desde a descoberta do 
splicing alternativo do RNA 

A descoberta de que os genes eucarioticos normalmente contem introns e que suas se¬ 
quences codificadoras podem ser montadas de mais de uma maneira levantou novas 
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questoes sobre a definigao do gene. Um gene foi primeiramente definido em termos mo- 
leculares no comego dos anos de 1940, a partir de trabalhos sobre a genetica bioquimica 
do fungo Neurospora. Ate entao, um gene havia sido definido operacionalmente como 
uma regiao do genoma que segregava como uma unica unidade durante a meiose e dava 
origem a um trago fenotipico defimvel, como olhos vermelhos ou brancos na Drosophila, 
ou sementes de ervilhas enrugadas ou lisas. O trabalho em Neurospora mostrou que a 
maioria dos genes correspondia a uma regiao do genoma que direciona a smtese de uma 
unica enzima. Isso levou a hipotese de que um gene codificava uma cadeia polipeptidi- 
ca. A hipotese provou ser util para pesquisas subsequentes; quanto mais o mecanismo 
de expressao genica era entendido, nos anos de 1960, mais o gene era identificado como 
uma regiao de DNA que era transcrita em RNA codificando uma unica cadeia polipepti- 
dica (ou um unico RNA estrutural como um tRNA ou uma molecula de rRNA). A desco- 
berta dos genes segmentados e dos mtrons, no final dos anos de 1970, pode ser pronta- 
mente acomodada segundo a definigao original do gene, contanto que uma unica cadeia 
polipeptidica fosse especificada pelo RNA transcrito, a partir de qualquer sequencia de 
DNA. Entretanto, atualmente esta claro que muitas sequencias de DNA em celulas euca- 
rioticas superiores podem produzir um conjunto de protemas distintas (porem relacio- 
nadas) pelo splicing alternativo do RNA. Como, entao, um gene pode ser definido? 

Naqueles casos relativamente raros nos quais duas protemas eucarioticas muito di- 
ferentes sao produzidas a partir de uma unica unidade de transcrigao, considera-se que 
as duas protemas sao produzidas por genes distintos que se sobrepoem no cromossomo. 
Parece desnecessariamente complexo, entretanto, considerar a maioria das variantes pro- 
teicas produzidas pelo splicing alternativo de RNA como derivadas de genes sobrepostos. 
Uma alternativa mais sensata consiste em modificar a definigao original para contar uma 
sequencia de DNA que seja transcrita como uma unica unidade e codifique um conjunto 
de cadeias polipeptidicas muito semelhantes (isoformas proteicas) com um unico gene 
codificador de protema. Essa definigao tambem acomoda aquelas sequencias de DNA 
que codificam variantes proteicas produzidas por processos pos-traducionais diferentes 
do splicing de RNA, como clivagem do transcrito e edigao de RNA (discutido a seguir). 

Uma mudanga no sitio de clivagem no transcrito de RNA e de 
adigao de poli-A pode alterar a extremidade C-terminal de uma 
protefna 

Vimos no Capitulo 6 que a extremidade 3' de uma molecula de mRNA eucariotica nao e for- 
mada pela terminagao da smtese de RNA pela RNA-polimerase, como acontece na bacteria. 
Em vez disso, ela resulta de uma reagao de clivagem do RNA que e catalisada por protemas 
adicionais enquanto o transcrito esta se alongando (ver Figura 6-34). Uma celula pode 
controlar o sitio dessa clivagem de maneira a alterar a extremidade C-terminal da protema 
resultante. Nos casos mais simples, uma variante proteica e simplesmente uma versao trun- 
cada de outra; em muitos outros casos, entretanto, os sitios de clivagem e poliadenilagao 
alternativos residem dentro de sequencias de mtrons e o padrao de splicing e, dessa forma, 
alterado. Esse processo pode produzir duas protemas intimamente relacionadas diferindo 
somente nas sequencias de aminoacidos das suas extremidades C-terminais. Uma analise 
detalhada dos RNAs produzidos pelo genoma humano em uma variedade de tipos celu- 
lares (ver Figura 7-3) indica que ate 50% dos genes codificadores de protemas humanos 
produzem especies de mRNA que diferem no seu sitio de poliadenilagao. 

Um exemplo bem estudado de poliadenilagao regulada e a mudanga da smtese de 
moleculas de anticorpo ligadas a membrana para uma forma secretada durante o desen- 
volvimento dos linfocitos B (ver Figura 24-22). Muito cedo na historia de vida de um lin- 
focito B, o anticorpo que ele produz fica ancorado na membrana plasmatica, onde serve 
como um receptor para os antigenos. A estimulagao por antigenos induz os linfocitos B 
a se multiplicarem e a comegarem a secretar seus anticorpos. A forma secretada do anti¬ 
corpo e identica a forma ligada a membrana, exceto pela extremidade C-terminal. Nessa 
parte da protema, a forma ligada a membrana possui uma longa cadeia de aminoacidos 
hidrofobicos que atravessa a bicamada lipidica da membrana, enquanto a forma secre¬ 
tada possui uma cadeia muito menor de aminoacidos hidrofilicos. A mudanga da forma 
ligada a membrana para a forma secretada do anticorpo e gerada por meio de uma mu¬ 
danga no sitio de clivagem e poliadenilagao do RNA, como mostrado na Figura 7-59. 
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Figura 7-59 Regula^ao do sitio de 
clivagem do RNA e adiqao de poli-A 
determinam se uma molecula de anti- 
corpo sera secretada ou permanecera 
ligada a membrana. Em linfocitos B nao 
estimulados ( esquerda ), um transcrito de 
RNA longo e produzido, e a sequencia 
intronica ( amarelo ) proxima da sua extre- 
midade 3' e removida por um splicing de 
RNA, provendo uma molecula de mRNA 
que codifica uma molecula de anticorpo 
ligada a membrana. Somente uma por- 
gao do gene do anticorpo e mostrada 
na figura; o gene completo e seu mRNA 
iriam se estender para a esquerda do 
diagrama. Apos estfmulo do antfgeno (a 
direita), os transcritos de RNA sao clivados 
e poliadenilados a montante dos sftios de 
splicing 3'. Como resultado, algumas das 
sequences de fntrons permanecem como 
uma sequencia codificadora no transcrito 
curto e especificam a porgao C-terminal 
hidrofflica da molecula de anticorpo 
secretada ( marrom ). (Adaptada de D. Di 
Giammartino et al., Mol. Cell 43:853-866, 
2011. Com permissao de Elsevier.) 



Figura 7-60 Mecanismo de edigao de 
RNA de A para I em mamiferos. Nor- 
malmente, uma sequencia complementar 
a posigao de uma edigao esta presente em 
um intron, e o RNA de fita dupla resultan- 
te atrai uma enzima de edigao A-l (ADAR). 
No caso ilustrado, a edigao e feita em um 
exon; entretanto, na maioria dos casos, 
isso ocorre em porgoes nao codificadoras 
do mRNA. A edigao por ADAR ocorre no 
nucleo, antes que o pre-mRNA tenha sido 
totalmente processado. Camundongos 
e humanos possuem dois genes ADAR: 
ADR1 e expresso em muitos tecidos e e re- 
querido no ffgado para o desenvolvimento 
adequado das hemaceas; ADR2 e expresso 
somente no cerebro, onde e necessario 
para o desenvolvimento apropriado dele. 
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A mudanga e causada por um aumento na concentragao de uma subunidade de 
uma protema (CstF) que promove a clivagem do RNA (ver Figura 6-34). O primeiro sitio 
de clivagem/adigao de poli-A que uma RNA-polimerase que esta transcrevendo encon- 
tra e subotimo e geralmente ignorado em linfocitos B nao estimulados, levando a produ¬ 
gao de um transcrito de RNA mais longo. Quando ativado a produzir anticorpos, o linfo- 
cito B aumenta a sua concentragao de CstF; como resultado, a clivagem passa a ocorrer 
no sitio subotimo e o transcrito mais curto e produzido. Dessa maneira, uma mudanga 
na concentragao de um fator geral de processamento do RNA tern efeitos dramaticos na 
expressao de um gene particular. 

A edigao do RNA pode alterar o significado da mensagem do RNA 

Os mecanismos moleculares usados pelas celulas sao uma fonte continua de surpresas. 
Um exemplo e o processo de edigao do RNA, que altera as sequencias de nucleotideos apos 
a transcrigao ja ter ocorrido, alterando, desse modo, a mensagem que os transcritos de RNA 
carregam. Vimos no Capitulo 6 que moleculas de tRNA e rRNA sao quimicamente modifi- 
cadas apos serem sintetizadas: focaremos aqui nas mudangas que ocorrem nos mRNAs. 

Em animais, ocorrem dois tipos principais de edigao de mRNA: a desaminagao 
da adenina para a produgao de inosina (edigao de A para I) e, menos frequentemente, a 
desaminagao da citosina para a produgao de uracila (edigao de C para U), como mostra- 
do na Figura 5-43. Devido a essas modificagoes quimicas alterarem as propriedades de 
pareamento das bases (I pareia com C e U pareia com A), elas podem produzir profun - 
dos efeitos no significado do RNA. Se a edigao ocorrer em uma regiao codificadora, ela 
pode mudar a sequencia de aminoacidos da protema ou produzir uma protema trunca- 
da criando um codon de parada prematuro. Edigoes que ocorram fora das sequencias 
codificadoras podem afetar o padrao de splicing do pre-mRNA, o transporte do mRNA 
do nucleo para o citosol, a eficiencia com a qual o RNA e traduzido, ou o pareamento de 
bases entre os micro-RNAs (miRNAs) e seus mRNAs alvos, uma forma de regulagao que 
sera discutida posteriormente no capitulo. 

O processo de edigao de A para I e particularmente prevalente em humanos, nos 
quais ocorre em aproximadamente mil genes. Enzimas chamadas de adenosina-desami- 
nases agindo no RNA ( ADARs , do ingles adenosine deaminases acting on RNA ) produzem 
esse tipo de edigao; essas enzimas reconhecem uma estrutura de RNA de fita dupla que e 
formada pelo pareamento de bases entre o sitio a ser editado e uma sequencia complemen¬ 
tar, localizada em qualquer outra regiao na mesma molecula de RNA, comumente em um 
intron (Figura 7-60). A estrutura do RNA de fita dupla especifica se o mRNA sera editado, e, 
se for o caso, onde a edigao deve ser feita. Um exemplo especialmente importante de edi¬ 
gao de A para I ocorre no mRNA que codifica um canal ionico regulado por transmissores 
no cerebro. Uma unica edigao altera uma glutamina para arginina; o aminoacido afetado 
reside na parede interna do canal, e a edigao altera a permeabilidade do canal ao Ca 2+ . Os 
camundongos mutantes que nao podem realizar essa edigao sao propensos a surtos epile- 
ticos e morrem durante ou logo apos o desmame, mostrando que a edigao do RNA do canal 
ionico e normalmente crucial para o desenvolvimento apropriado do cerebro. 
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Figura 7-61 A edigao do RNA de C 
para U produz uma forma truncada da 
apolipoprotema B. 


Proteina produzida no ffgado 


Proteina produzida no intestino 


A edigao de C para U, a qual e feita por um conjunto diferente de enzimas, tambem 
e crucial em mamiferos. Por exemplo, em certas celulas do intestino, o mRNA para a apo¬ 
lipoprotema B sofre uma edigao de C para U que cria um codon de parada prematuro e, 
assim, produz uma versao menor da proteina. Nas celulas do ffgado, a enzima de edigao 
nao e expressa e a apolipoprotema B completa e produzida. As duas isoformas proteicas 
possuem propriedades diferentes e cada uma desempenha uma fungao no metabolismo 
de lipideos que e especifica para o orgao que a produz (Figura 7-61). 

A razao da existencia da edigao de RNA nos mamiferos e um misterio. Uma pro- 
posta e a de que ela surgiu na evolugao para corrigir “erros” no genoma. Outra e a de que 
ela surgiu como uma maneira, de certa forma vigorosa, para a celula produzir protemas 
sutilmente diferentes a partir do mesmo gene. Uma terceira visao e a de que a edigao de 
RNA evoluiu originalmente como um mecanismo de defesa contra retrovirus e retro- 
transposons e foi mais tarde adaptada pela celula para alterar os significados de certos 
mRNAs. De fato, a edigao do RNA ainda desempenha fungoes importantes na defesa ce- 
lular. Alguns retrovirus, incluindo o HIV, sao editados extensivamente apos infectarem 
as celulas. Essa hiperedigao cria muitas mutagoes deleterias no genoma do RNA viral 
e tambem induz os mRNAs virais a serem retidos no nucleo, onde serao finalmente de- 
gradados. Embora alguns retrovirus modernos protejam-se contra esse mecanismo de 
defesa, a edigao de RNA presumivelmente auxilia a manter muitos virus sob controle. 

0 transporte do RNA a partir do nucleo pode ser regulado 

Estima-se que, nos mamiferos, somente em torno de uma vigesima parte da massa total 
do RNA sintetizado deixa o nucleo. Vimos, no Capitulo 6, que a maioria das moleculas 
de RNA de mamiferos sofre um processamento extensivo, e as "sobras” de fragmentos 
de RNA (os rntrons excisados e as sequencias de RNA 3 7 ao sitio de clivagem/poli-A) sao 
degradadas no nucleo. Os RNAs processados de forma incompleta ou danificados tam¬ 
bem sao normalmente degradados no nucleo, como parte de um sistema de controle de 
qualidade para a produgao do RNA. 

Como descrito no Capitulo 6, a exportagao de moleculas de RNA do nucleo e pos- 
tergada ate o processamento ter se completado. Entretanto, mecanismos que delibera- 
damente sobreponham esse controle podem ser usados para regular a expressao genica. 
Essa estrategia forma a base para um dos exemplos mais bem entendidos de transporte 
nuclear regulado do mRNA, que ocorre no HIV, o virus causador da Aids. 

Como vimos no Capitulo 5, o HIV, uma vez dentro da celula, direciona a formagao de 
uma copia de DNA de fita dupla do seu genoma, que e, entao, inserido no genoma do hos- 
pedeiro (ver Figura 5-62). Uma vez inserido, o DNA viral pode ser transcrito como uma longa 
molecula de RNA pela RNA-polimerase II da celula hospedeira. Esse transcrito e submetido 
a varios tipos de splicing para produzir 30 especies de mRNA diferentes, que, por sua vez, 
sao traduzidos em protemas diferentes (Figura 7-62). A fim de produzir a progenie de virus, 
transcritos virais inteiros nao submetidos a splicing precisam ser exportados do nucleo para 
o citosol, onde serao empacotados em capsideos virais e servem como genomas virais. Esse 
grande transcrito, assim como os mRNAs do HIV que foram submetidos a splicing alternati¬ 
ve e que precisam ser transportados para o citoplasma para a sintese proteica, ainda carrega 
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Figura 7-62 Genoma compacto do HIV, 
o virus da Aids humana. As posigoes 
de nove genes do HIV estao mostradas 
em verde. A linha vermelha dupla indica 
uma copia de DNA do genoma viral que 
se tornou integrado no DNA hospedeiro 
{cinza). Observe que as regioes codifica- 
doras de muitos genes sobrepoem-se, e 
as de Tat e Rev sao divididas por introns. 

A linha azul na parte de baixo da figura 
representa o transcrito do pre-mRNA do 
DNA viral, mostrando as localizagoes de 
todos os possiveis sitios de splicing (. setas ). 
Existem muitas maneiras alternativas de 
splicing do transcrito viral; por exemplo, 
os mRNAs de Env retem o intron que havia 
sido retirado por splicing dos mRNAs de 
Tat e Rev. 0 elemento de resposta a Rev 
(RRE, do ingles Rev response element) esta 
indicado por urn bastao e uma bola azul. 
Esse elemento consiste em urn trecho de 
234 nucleotideos de RNA que se enovela 
em uma estrutura definida; Rev reconhece 
urn grampo ( hairpin ) em particular dentro 
dessa estrutura maior. 

0 gene Gag codifica uma proteina 
clivada em varias proteinas menores que 
formam o capsideo viral. 0 gene Pol co¬ 
difica uma proteina clivada para produzir 
a transcriptase reversa (a qual transcreve 
o RNA em DNA), assim como a integrase 
envolvida na integragao do genoma viral 
(como DNA de fita dupla) no genoma do 
hospedeiro. 0 gene Env codifica as protei- 
nas do envelope (ver Figura 5-62). Tat, Rev, 
Vif, Vpr, Vpu e Nef sao pequenas proteinas 
com uma variedade de fungoes. Por exem¬ 
plo, Rev regula a exportagao nuclear (ver 
Figura 7-63) e Tat regula o alongamento 
da transcrigao pelo genoma viral integrado 
(ver p. 414). 
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fntrons completos. O bloqueio da celula hospedeira para a exportagao nuclear de RNA nao 
submetido a splicing representa, portanto, um problema especial para o HIV. 

O bloqueio e superado de forma engenhosa. O virus codifica uma proteina (cha- 
mada de Rev) que se liga a uma sequencia especffica de RNA (chamada de elemento 
de resposta a Rev, RRE, Rev responsive element) localizada dentro de um fntron viral. 
A proteina Rev interage com o receptor de exportagao nuclear (Crm 1), que direciona o 
movimento dos RNAs virais atraves dos poros nucleares para o citosol, apesar da presen- 
ga de sequencias intronicas. Discutiremos em detalhes o funcionamento dos receptores 
de exportagao no Capftulo 12. 

A regulagao da exportagao nuclear pela Rev tern varias consequencias importantes 
para o crescimento e a patologia do HIV. Alem de garantir a exportagao nuclear de RNAs 
especfficos nao submetidos a splicing, ela divide a infecgao viral em uma fase precoce 
(na qual a Rev e traduzida a partir de um RNA submetido a splicing total, e RNAs conten- 
do um fntron sao retidos no nucleo e degradados) e uma fase tardia (na qual RNAs nao 
submetidos a splicing sao exportados devido a fungao da Rev). Essa regulagao temporal 
auxilia a replicagao do virus, fornecendo os produtos genicos praticamente na ordem em 
que eles sao necessarios (Figura 7-63). A regulagao pela Rev e pela Tat, a proteina de HIV 
que neutraliza a terminagao da transcrigao prematura (ver p. 414), possibilita ao virus 
alcangar a latencia, uma condigao na qual o genoma do HIV torna-se integrado no ge- 
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Figura 7-63 Regulagao da exportagao 
nuclear pela proteina Rev do HIV. 

(A) No inicio da infecgao pelo HIV, somente 
os RNAs submetidos a splicing completo 
(aqueles que contem as sequencias codifi- 
cadoras para Rev, Tat e Nef) sao exportados 
do nucleo e traduzidos. (B) Uma vez que 
uma quantidade suficiente da proteina Rev 
tenha sido acumulada e transportada para 
o nucleo, os RNAs virais nao submetidos a 
splicing podem ser exportados do nucleo. 
Muitos desses RNAs sao traduzidos, e os 
transcritos completos sao empacotados em 
novas particulas virais. 
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noma da celula hospedeira, mas a produgao de particulas virais cessa temporariamente. 
Se, apos a sua entrada inicial na celula hospedeira, as condigoes tornarem-se desfavo- 
raveis para a transcrigao e a replicagao viral, Rev e Tat sao produzidas em niveis muito 
baixos para promover a transcrigao e exportagao do RNA nao submetido a splicing. Essa 
situagao bloqueia o ciclo de crescimento viral. Quando as condigoes para a replicagao vi¬ 
ral melhoram, os niveis da Rev e Tat aumentam, e o virus pode entrar no ciclo replicativo. 


Alguns mRNAs estao restritos a regioes especificas do citosol 


Uma vez que um mRNA eucariotico recentemente produzido tenha passado atraves de um 
poro nuclear e entrado no citosol, ele normalmente e encontrado pelos ribossomos, que 
o traduzem em uma cadeia polipeptidica (ver Figura 6-8). Uma vez que a primeira rodada 
de tradugao “passa” no teste de degradagao mediada por ausencia de sentido (ver Figura 
6-76), o mRNA normalmente e traduzido corretamente. Se o mRNA codifica uma protema 
que e destinada a ser secretada ou expressa na superficie celular, uma sequencia sinal 
na extremidade N-terminal da protema ira dirigi-la para o reticulo endoplasmatico (RE). 
Nesse caso, como discutido no Capitulo 12, componentes do aparato de enderegamento 
de protemas celulares reconhecem a sequencia sinal tao logo ela emerge do ribossomo 
e direcionam o complexo inteiro contendo o ribossomo, o mRNA e a protema nascente 
para a membrana do RE, onde o restante da cadeia polipeptidica e sintetizado. Em outros 
casos, a protema inteira e sintetizada por ribossomos livres no citosol, e os sinais na cadeia 
polipeptidica completa podem, entao, direcionar a protema para outros sitios na celula. 

Muitos RNAs sao eles proprios direcionados a localizagoes intracelulares especificas 
antes de uma tradugao eficiente comegar, permitindo a celula posicionar os seus mRNAs 
proximos dos sitios onde as protemas codificadas sao necessarias. A localizagao do RNA 
tern sido observada em muitos organismos, incluindo fungos unicelulares, plantas e ani- 
mais, sendo provavel que seja um mecanismo comum que as celulas utilizam para con- 
centrar a produgao em altos niveis de protemas em sitios especificos. Essa estrategia tam- 
bem fornece a celula outras vantagens. Por exemplo, ela possibilita o estabelecimento de 
assimetrias no citosol da celula, um passo-chave em muitos estagios do desenvolvimento. 
A ocorrencia de mRNA localizado, acoplado com controle traducional, tambem possibilita 
a celula regular a expressao genica independentemente em diferentes regioes. Essa carac- 
teristica e particularmente importante em celulas grandes e altamente polarizadas, como 
os neuronios, onde ela desempenha um papel central na fungao sinaptica. 

Varios mecanismos para a localizagao do mRNA foram descobertos (Figura 7-64), 
e todos necessitam de sinais especificos no proprio mRNA. Esses sinais normalmente 
estao concentrados na regiao 3’ nao traduzida (UTR, do ingles untranslated region ), 
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Figura 7-64 Mecanismos para a lo¬ 
calizagao dos mRNAs. 0 mRNA a ser 
localizado deixa o nucleo atraves dos 
poros nucleares (ac/ma). Alguns mRNAs 
localizados ( diagrams da esquerda) viajam 
para seus destinos associando-se a moto- 
res citoesqueleticos, que usam a energia 
da hidrolise do ATP para moverem mRNAs 
unidirecionalmente ao longo de filamentos 
no citoesqueleto ( vermelho ) (ver Capitulo 
16). Uma vez nos seus destinos, os mRNAs 
sao mantidos nesses locais por meio de 
proteinas-ancora ( preto ). Outros mRNAs 
se difundem aleatoriamente atraves do 
citosol e sao simplesmente capturados por 
proteinas-ancora nos seus sitios de locali¬ 
zagao ( diagrama central). Alguns mRNAs 
(i diagrama da direita) sao degradados no 
citosol, a nao ser que tenham se ligado, 
por difusao ao acaso, ao complexo de 
localizagao proteica que ancora e protege 
o mRNA da degradagao (preto). Cada me¬ 
canismo necessita de sinais no mRNA, que 
normalmente estao localizados na UTR 
3'. Os componentes adicionais podem 
bloquear a tradugao do mRNA ate que ele 
esteja localizado adequadamente. (Adap- 
tada de H.D. Lipshitz e C.A. Smibert, Curr. 
Opin. Genet. Dev. 10:476-488, 2000. 

Com permissao de Elsevier.) 
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Figura 7-65 Um experimento demonstrando a importancia da UTR 3' na loca¬ 
lizagao de mRNAs em regioes especfficas do citoplasma. Para este experimento, 
dois RNAs diferentes contendo marcagao fluorescente foram preparados por meio da 
transcrigao in vitro de DNA na presenga de derivados de UTP fluorescentes. Um RNA 
(marcado com um fluorocromo vermelho) contem a regiao codificadora da proteina Hairy 
de Drosophila e inclui a UTR 3' adjacente (ver Figura 6-21). 0 outro RNA (marcado em 
verde) contem a regiao codificadora do Hairy com a UTR 3' deletada. Os dois RNAs foram 
misturados e injetados em um embriao de Drosophila em um estagio do desenvolvimento 
onde multiplos nucleos residem em um citoplasma comum (ver Figura 7-26). Quando os 
RNAs fluorescentes foram visualizados 10 minutos mais tarde, o RNA completo de hairy 
(vermelho ) foi localizado no lado apical dos nucleos ( azul ), mas o transcrito que nao pos- 
sui a UTR 3' (verde) falhou na localizagao. Hairy e um dos muitos reguladores transcricio- 
nais que especificam informagao posicional no embriao de Drosophila em desenvolvimen¬ 
to (discutido no Capitulo 21), e a localizagao do seu mRNA (mostrado nesse experimento 
a depender da sua regiao 3' UTR) e crucial para o desenvolvimento adequado da mosca. 
(Cortesia de Simon Bullock e David Ish-Horowicz.) 


a regiao de RNA que se estende a partir do codon de parada que termina a smtese de 
proteina para o imcio da cauda de poli-A (Figura 7-65). A localizagao do mRNA nor- 
malmente esta acoplada a controles traducionais para garantir que o mRNA permanega 
quiescente ate que tenha sido colocado em posigao. 

O ovo de Drosophila exibe um exemplo notavel de localizagao do mRNA. O mRNA 
que codifica o regulador de transcrigao Bicoid e localizado pela fixagao ao citoesqueleto 
na extremidade anterior do ovo em desenvolvimento. Quando a tradugao desse mRNA 
e desencadeada pela fertilizagao, e gerado um gradiente da proteina Bicoid, que desem- 
penha um papel crucial no desenvolvimento da parte anterior do embriao (ver Figura 
7-26). Muitos mRNAs nas celulas somaticas tambem sao localizados de maneira similar. 
O mRNA que codifica a actina, por exemplo, esta localizado no cortex celular rico em 
filamentos de actina, nos fibroblastos de mamiferos, devido a um sinal UTR 3! 

Vimos no Capitulo 6 que as moleculas de mRNA saem do nucleo carregando nu- 
merosas marcas na forma de modificagbes do RNA (o quepe 5'ea cauda de poli-A 3') e 
protemas ligadas (p. ex., complexos exon-jungao) que significant o termino bem-sucedi- 
do das diferentes etapas do processamento do pre-mRNA. Como recem-descrito, pode- 
-se considerar a UTR 3' de um mRNA como um "codigo de enderegamento” que dire- 
ciona os mRNAs para diferentes locais na celula. A seguir veremos ainda que os mRNAs 
tambem carregam a informagao que especifica a media de tempo que cada mRNA fica 
no citosol e a eficiencia com que cada mRNA e traduzido em proteina. Em um sentido 
geral, as regioes nao traduzidas dos mRNAs eucarioticos assemelham-se as regioes de 
controle transcricional dos genes: as suas sequencias de nucleotideos contem informa - 
goes que especificam como o RNA deve ser usado, e as protemas que interpretam essas 
informagoes ligam-se especificamente a essas sequencias. Assim, acima e abaixo da es- 
pecificagao das sequencias de aminoacidos das protemas, as moleculas de mRNA sao 
ricas em informagoes. 

As regioes 5' e 3' nao traduzidas dos mRNAs controlam a sua 
tradugao 

Uma vez que um mRNA tenha sido sintetizado, um dos meios mais comuns de regular 
os niveis do seu produto proteico e pelo controle da etapa em que a tradugao e iniciada. 
Mesmo que os detalhes dos mecanismos de iniciagao da tradugao difiram entre eucario- 
tos e bacterias (como vimos no Capitulo 6), sao usadas algumas das mesmas estrategias 
reguladoras basicas. 

Nos mRNAs bacterianos, uma regiao conservada de seis nucleotideos, a sequencia 
de Shine-Dalgarno, e sempre encontrada em alguns nucleotideos a montante do codon 
de iniciagao AUG. Em bacterias, mecanismos de controle traducional sao desempenha- 
dos por protemas ou moleculas de RNA, e eles geralmente envolvem exposigao ou blo- 
queio da sequencia de Shine-Dalgarno (Figura 7-66). 

Ja os mRNAs eucarioticos nao contem tal sequencia. Em vez disso, como discutido 
no Capitulo 6, a selegao de um codon AUG como o sitio de imcio da tradugao e determi- 
nada pela sua proximidade ao quepe na extremidade 5’ da molecula de mRNA, que e o 
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sitio no qual a subunidade ribossomica menor liga-se ao mRNA e inicia a procura por 
um codon de iniciagao AUG. Em eucariotos, repressores traducionais podem ligar-se a 
extremidade 5' do mRNA e assim inibem o imcio da tradugao. Outros repressores reco- 
nhecem as sequencias de nucleotideos na UTR 3' de mRNAs especificos e diminuem a 
taxa de imcio da tradugao interferindo com a comunicagao entre o quepe 5' e a cauda de 
poli-A 3,' etapa necessaria para uma tradugao eficiente (ver Figura 6-70). Um importan- 
te tipo de controle traducional em eucariotos recai em pequenos RNAs (denominados 
micro-RNAs ou miRNAs ) que se ligam aos mRNAs e reduzem a produgao de protema, 
como sera descrito mais tarde nesse capitulo. 

A fosforilagao de um fator de iniciagao regula a sfntese proteica 
de maneira global 

As celulas eucarioticas diminuem a taxa total de smtese proteica em resposta a varias 
situagoes, incluindo a privagao de fatores de crescimento ou nutrientes, as infecgoes por 
virus e os aumentos subitos na temperatura. Grande parte dessa diminuigao e causada 
pela fosforilagao do fator de imcio da tradugao eIF2 por protemas-cinases especificas 
que respondem as mudangas nas condigoes. 

A fungao normal de eIF2 esta resumida no Capitulo 6. Ele forma um complexo com 
GTP e medeia a ligagao do tRNA iniciador metionil a subunidade ribossomica menor, a 
qual, entao, liga-se a extremidade 5' do mRNA e inicia a varredura ao longo do mRNA. 
Quando um codon AUG e reconhecido, o GTP ligado e hidrolisado a GDP pela protema 
eIF2, causando uma alteragao conformacional na protema e liberando-a da subunidade 
ribossomica menor. A subunidade ribossomica maior junta-se, entao, a menor para for- 
mar o ribossomo completo, que inicia a smtese proteica. 
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Figura 7-66 Mecanismos de controle traducional. Embora estes exemplos sejam de bacterias, muitos desses mesmos prindpios operam em eucariotos. 

(A) Proteinas ligadoras de RNA sequencia-especificas reprimem a tradugao de mRNAs especificos pelo bloqueio do acesso do ribossomo a sequencia Shine- 
-Dalgarno ( iaranja). Por exemplo, algumas proteinas ribossomicas reprimem a tradugao de seu proprio RNA. Esse mecanismo permite que as celulas mantenham 
quantidades corretamente balanceadas de varios componentes necessarios para formar os ribossomos. (B) Um "termossensor" de RNA permite 0 imcio da 
tradugao eficiente somente em temperaturas elevadas nas quais a estrutura haste-alga tenha sido desfeita. Um exemplo ocorre no patogeno humano Listeria 
monocytogenes, no qual a tradugao dos seus genes de virulencia aumenta a 37 °C, a temperatura do hospedeiro. (C) A ligagao de uma molecula pequena a 
um ribocontrolador promove um grande rearranjo do RNA, formando um conjunto diferente de estruturas de haste-alga. Na estrutura ligada, a sequencia de 
Shine-Dalgarno ( Iaranja) e sequestrada e a iniciagao da tradugao e, dessa forma, inibida. Em muitas bacterias, a 5-adenosilmetionina atua dessa maneira para 
bloquear a produgao das enzimas que a sintetizam. (D) Um RNA "antissenso" produzido fora do genoma pareia-se com um mRNA especifico e bloqueia a sua 
tradugao. Muitas bacterias regulam a expressao de proteinas de estocagem de ferro dessa forma. 
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Devido ao eIF2 ligar-se muito fortemente a GDP, um fator de troca de nucleotideos 
guanina (ver p. 157), denominado eIF2B, e necessario para induzir a liberagao de GDP, 
de maneira que uma nova molecula de GTP possa se ligar e eIF2 possa ser reutilizado 
(Figura 7-67 A). A reutilizagao de eIF2 e inibida quando ele esta fosforilado - o eIF2 fos- 
forilado liga-se a eIF2B de maneira anormalmente forte, inativando eIF2B. Ha mais eIF2 
do que eIF2B nas celulas, e mesmo uma fragao dos eIF2 fosforilados pode capturar pra- 
ticamente todos os eIF2B. Isso impede a reutilizagao do eIF2 nao fosforilado e retarda de 
maneira significativa a smtese proteica (Figura 7-67B). 

A regulagao do nivel de eIF2 e especialmente importante nas celulas de mamife- 
ros, sendo parte do mecanismo que permite entrar em um estado nao proliferativo de 
inatividade (chamado de G 0 ), no qual a taxa de smtese proteica total e reduzida para 
cerca de um quinto da taxa das celulas em proliferagao. 

A iniciagao em codons AUG a montante do infcio da tradugao 
pode regular o infcio da tradugao eucariotica 

Vimos, no Capitulo 6, que a tradugao eucariotica normalmente se inicia no primeiro AUG 
a jusante a extremidade 5' do mRNA, uma vez que ele e o primeiro AUG encontrado por 
uma subunidade ribossomica menor em processo de varredura. Mas os nucleotideos ime- 
diatamente vizinhos ao AUG tambem influenciam na eficiencia do imcio da tradugao. Se 
o sitio de reconhecimento for muito pobre, as subunidades ribossomicas em processo de 
varredura irao ignorar o primeiro codon AUG no mRNA e pularao para o segundo ou o ter- 
ceiro codon AUG. Esse fenomeno, conhecido como “varredura frouxa” e uma estrategia 
frequentemente utilizada para produzir duas ou mais protemas intimamente relacionadas, 
diferindo somente nos seus N-terminais, a partir do mesmo mRNA. Um uso particularmen- 
te importante desse mecanismo consiste na produgao da mesma proteina com e sem uma 
sequencia sinal ancorada na sua extremidade N-terminal. Isso permite que a proteina seja 
dirigida para duas localizagoes diferentes na celula (p. ex., para a mitocondria e para o cito- 
sol). A celula pode regular a abundancia relativa das isoformas de protemas produzidas pela 
varredura frouxa; por exemplo, um tipo celular especifico que aumenta a abundancia do 
fator de iniciagao eIF4F favorece o uso do AUG mais proximo da extremidade 5' do mRNA. 

Outro tipo de controle encontrado nos eucariotos usa uma ou mais fases de leitura 
abertas pequenas - trechos curtos de DNA que comegam em um codon de imcio (ATG) 
e terminam em um codon de parada, sem nenhum codon de parada no meio - que re- 
sidem entre a extremidade 5' de um mRNA e o comego do gene. Frequentemente, as 
sequencias de aminoacidos codificadas por essas fases abertas de leitura localizadas a 
montante do gene (uORFs, do ingles upstream open reading frame) nao sao criticas; em 
vez disso, as uORFs exercem uma fungao puramente reguladora. Uma uORF presente 
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Figura 7-67 O ciclo elF2. (A) Reciclagem 
da utilizagao de elF2 por um fator de troca 
de nucleotideos de guanina (elF2B). 

(B) A fosforilagao de elF2 controla a taxa 
de sfntese proteica pelo bloqueio de elF2B. 
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em uma molecula de mRNA geralmente ira diminuir a tradugao de um gene a jusante, 
aprisionando um complexo de iniciagao ribossomica em processo de varredura e fazen- 
do o ribossomo traduzir a uORF e se dissociar do mRNA antes de alcangar a sequencia 
codificadora da protema genuina. 

Quando a atividade de um fator geral de transcrigao (como o eIF2 discutido an- 
teriormente) e reduzida, pode-se esperar que a tradugao de todos os mRNAs seja igual- 
mente reduzida. Ao contrario dessa expectativa, entretanto, a fosforilagao de eIF2 pode 
ter efeitos seletivos, ate mesmo aumentando a tradugao de mRNAs especificos que con- 
tern uORFs. Isso pode, por exemplo, possibilitar que as celulas adaptem-se a privagao de 
nutrientes especificos pela desativagao da smtese de todas as protemas, exceto aquelas 
que sao necessarias para a smtese dos nutrientes que estao faltando. Os detalhes desse 
mecanismo foram esclarecidos em um mRNA de leveduras especifico que codifica uma 
protema chamada de Gcn4, um regulador transcricional que ativa muitos genes codifi- 
cadores de protemas importantes para a smtese de aminoacidos. 

O mRNA de Gcn4 contem varias uORFs pequenas, e quando os aminoacidos sao 
abundantes, os ribossomos traduzem as uORFs e geralmente se dissociam antes de al¬ 
cangar a regiao codificadora de Gcn4. Uma diminuigao global na atividade de eIF2 resul- 
tante da ausencia de aminoacidos torna mais provavel que, em um evento de varredura 
de uma subunidade ribossomica pequena, esta se mova atraves das uORFs (sem traduzi- 
-las) antes de adquirir uma molecula de eIF2 (ver Figura 6-70). Tal subunidade ribos¬ 
somica estara, entao, livre para iniciar a tradugao nas sequencias que de fato codificam 
Gcn4. O nivel aumentado desse regulador transcricional amplia a produgao de enzimas 
envolvidas na biossmtese de aminoacidos. 

Sitios internos de entrada no ribossomo fornecem oportunidades 
para o controle traducional 

Embora aproximadamente 90% dos mRNAs eucarioticos sejam traduzidos a partir do 
primeiro AUG a jusante do quepe 5, 7 certos AUGs, como vimos na ultima segao, podem 
ser omitidos durante o processo de varredura. Nesta segao, discutiremos, ainda, outra 
maneira pela qual as celulas podem iniciar a tradugao em posigoes distantes da extre- 
midade 5' do mRNA, utilizando um tipo especializado de sequencia de RNA chamado 
de sitio interno de entrada no ribossomo (IRES, do ingles internal ribosome entry 
site). Em alguns casos, duas sequencias distintas codificadoras de protemas estao pre- 
sentes em serie no mesmo mRNA eucariotico; a tradugao da primeira ocorre por um 
mecanismo frequente de varredura, e a tradugao da segunda, por um IRES. Os IRESs 
normalmente apresentam varias centenas de nucleotideos em tamanho e enovelam-se 
em estruturas especificas que ligam nao todas, mas muitas das mesmas protemas que 
sao usadas para iniciar a tradugao normal dependente de quepe (Figura 7-68). De fato, 
IRESs diferentes necessitam de diferentes subconjuntos de fatores de iniciagao. Entre- 






-Outros fatores de tradugao- 

Subunidades ribossomicas menor e maior 



INICIAgAO DA TRADUgAO 


INICIAgAO DA TRADUgAO 


Figura 7-68 Dois mecanismos de ini¬ 
ciagao da tradugao. (A) 0 mecanismo 
normal dependente de quepe requer 
um conjunto de fatores de iniciagao cuja 
associagao ao mRNA e estimulada pela 
presenga de quepe 5' e da cauda de poli-A 
(ver tambem Figura 6-70). (B) 0 mecanis¬ 
mo dependente de IRES necessita somente 
de um subconjunto de fatores de iniciagao 
da tradugao normais, e esses se associam 
diretamente a IRES na conformagao corre- 
ta. (Adaptada de A. Sachs, Cell 101:243- 
245, 2000. Com permissao de Elsevier.) 
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tanto, todos suprimem a necessidade de uma estrutura quepe 5' e do fator de iniciagao 
da tradugao que a reconhece, eIF4E. 

Alguns virus utilizam IRESs como parte de uma estrategia para promoverem a tra¬ 
dugao das suas proprias moleculas de mRNA enquanto bloqueiam a tradugao normal 
dependente de quepe 5' dos mRNAs do hospedeiro. Na infecgao, esses virus produzem 
uma protease (codificada pelo genoma viral) que cliva o fator de tradugao celular eIF4G, 
tornando-o, dessa forma, incapaz de ligar-se a eIF4E, o complexo de ligagao ao que¬ 
pe. Isso desliga grande parte da tradugao da celula hospedeira e efetivamente desvia a 
maquinaria de tradugao para as sequencias IRESs presentes em muitos mRNAs virais. 
(A eIF4G truncada permanece competente para iniciar a tradugao nesses sitios internos.) 

As muitas formas pelas quais os virus manipulam a maquinaria de sfntese pro- 
teica dos seus hospedeiros em proveito proprio continuam a surpreender os biologos 
celulares. O estudo dessa “corrida armamentista” entre humanos e patogenos levou a re- 
velagoes fundamentais a respeito do funcionamento da celula, e nos revisitaremos esse 
topico em mais detalhes no Capftulo 23. 


A expressao genica pode ser controlada por mudangas na 
estabilidade do mRNA 


Figura 7-69 Dois mecanismos de decai- 
mento de mRNAs eucarioticos. 

(A) Um limiar critico de tamanho da cauda 
de poli-A que induz a rapida degradagao 
3'-5\ que pode ser desencadeada pela 
perda de proteinas de ligagao a poli-A. 
Como mostrado na Figura 7-70, a desa- 
denilase associa-se tanto a cauda poli-A 3' 
quanto ao quepe 5', e essa conexao pode 
estar envolvida na sinalizagao de perda 
do quepe apos o encurtamento da cauda 
poli-A. Ainda que as degradagoes 5'-3' 
e 3'-5' sejam mostradas em moleculas 
de RNA separadas, esses dois processos 
podem ocorrer conjuntamente na mesma 
molecula. (Adaptada de C.A. Beelman and 
R. Parker, Cell 81:179-183, 1995. Com 
permissao de Elsevier.) 


A grande maioria dos mRNAs de uma celula bacteriana e muito instavel, possuindo uma 
meia-vida de menos de 3 minutos. As exonucleases que degradam na diregao 3' para 5" 
normalmente sao as responsaveis pela rapida destruigao desses mRNAs. Como os seus 
mRNAs sao rapidamente sintetizados e degradados, uma bacteria pode adaptar-se rapi- 
damente as alteragoes ambientais. 

Como regra geral, os mRNAs nas celulas eucarioticas sao mais estaveis. Alguns, 
como aqueles que codificam p-globina, possuem meia-vida de mais de 10 horas, po- 
rem a maioria apresenta meia-vida consideravelmente menor, normalmente menos de 
30 minutos. Os mRNAs que codificam de proteinas como fatores de crescimento e regu- 
ladores transcricionais, cujas taxas de produgao necessitam alterar-se rapidamente nas 
celulas, possuem meia-vida especialmente curta. 

Vimos, no Capftulo 6, que a celula possui varios mecanismos que rapidamente 
destroem RNAs processados de forma incorreta; aqui, consideraremos o destino de um 
tfpico mRNA eucariotico "normal”. Dois mecanismos gerais existem para finalmente 
destruir cada mRNA que e produzido pela celula. Ambos iniciam com o encurtamento 
gradual da cauda de poli-A por uma exonuclease, um processo que se inicia assim que o 
mRNA alcanga o citosol. Em analogia, esse encurtamento da poli-A atua como um cro- 
nometro que faz a contagem regressiva do tempo de vida de cada mRNA. Uma vez que 
um limiar critico do encurtamento da cauda tenha sido atingido (cerca de 25 em huma¬ 
nos), as duas vias divergem. Em uma, o quepe 5’ e removido (um processo chamado de 
remogao do quepe - " decapping ”) e o mRNA "exposto” e rapidamente degradado a partir 
da sua extremidade 5! Na outra, o mRNA continua a ser degradado a partir da extremida- 
de 3, ; pela cauda de poli-A ate as sequencias codificadoras (Figura 7-69). 

Quase todos os mRNAs sao submetidos a ambos os tipos de degradagao, e as se¬ 
quencias especfficas de cada mRNA determinam o quao rapido cada etapa ocorre e, des- 
se modo, o quanto cada mRNA ira persistir na celula e ser capaz de produzir proteinas. 
As sequencias UTR 3 7 sao especialmente importantes para o controle do tempo de vida 
dos mRNAs e frequentemente carregam sitios de ligagao para proteinas especfficas que 
aumentam ou diminuem a taxa de encurtamento da cauda de poli-A, a remogao do que¬ 
pe ou a degradagao no sentido 3'-5! A meia-vida do mRNA tambem e afetada pela ma- 
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Iniciagao da tradugao 



Degradagao do mRNA 


Figura 7-70 Competigao entre a tradu¬ 
gao e o decaimento do mRNA. As mes- 
mas duas caracterfsticas de uma molecula 
de mRNA - o quepe 5' e o sftio de poli-A 
3'- sao usadas no infcio da tradugao e 
na degradagao do mRNA dependente de 
desadenilagao (ver Figura 7-69). A desa- 
denilase que encurta a cauda de poli-A na 
diregao 3' para 5' associa-se ao quepe 5'. 
Como descrito no Capitulo 6 (ver Figura 
6-70), a maquinaria de iniciagao da tra¬ 
dugao tambem se associa ao quepe 5' e 
a cauda de poli-A. (Adaptada de M. Gao 
et al., Mol. Cell 5:479-488, 2000. Com 
permissao de Elsevier.) 


neira eficiente como ele e traduzido. O encurtamento da poli-A e a remogao do quepe 
competem diretamente com a maquinaria de tradugao do mRNA; dessa forma, alguns 
fatores que afetam a eficiencia de tradugao de um mRNA tenderao a possuir o efeito 
oposto em sua degradagao (Figura 7-70). 

Embora o encurtamento da poli-A controle a meia-vida da maioria dos mRNAs 
eucarioticos, alguns mRNAs podem ser degradados por um mecanismo especializado 
que se desvia completamente dessa etapa. Nesses casos, nucleases especificas clivam o 
mRNA internamente, promovendo, de forma efetiva, a remogao do quepe em uma extre- 
midade e a remogao da cauda de poli-A da outra, de maneira que o mRNA e degradado 
rapidamente a partir de ambas as extremidades. Os mRNAs destruidos dessa maneira 
carregam sequencias nucleotidicas especificas, frequentemente nas UTRs 3," que servem 
como sequencias de reconhecimento para essas endonucleases. Essa estrategia torna es- 
pecialmente simples regular fortemente a estabilidade desses mRNAs pelo bloqueio ou 
exposigao do sitio da endonuclease em resposta a sinais extracelulares. Por exemplo, a 
adigao de ferro as celulas diminui a estabilidade do mRNA que codifica a protema recep- 
tora que se liga a protema transportadora de ferro transferrina, diminuindo a produgao 
desse receptor. Esse efeito e mediado pela protema aconitase, uma protema ligadora a 
RNA e sensivel a ferro. A aconitase pode ligar-se a UTR 3 ; do mRNA do receptor da trans¬ 
ferrina e causar um aumento na produgao do receptor pelo bloqueio da clivagem endo- 
nucleolitica do mRNA. Com a adigao do ferro, a aconitase e liberada do mRNA, expondo 
o sitio de clivagem e assim diminuindo a estabilidade do mRNA (Figura 7-71). 
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Figura 7-71 Dois controles pos-tra- 
ducionais mediados por ferro. (A) Na 

deplegao de ferro, a ligagao da aconitase 
a UTR 5' do mRNA do receptor da ferri- 
tina bloqueia o infcio da tradugao; a sua 
ligagao a UTR 3' do mRNA do receptor da 
ferritina bloqueia um sitio de clivagem de 
endonuclease e, dessa forma, estabiliza 
o mRNA. (B) Em resposta a um aumento 
na concentragao de ferro no citosol, uma 
celula aumenta a sintese de ferritina para 
ligar-se ao ferro extra e diminui a sintese 
de receptores de transferrina a fim de im- 
portar menos ferro pela membrana plas- 
matica. Ambas as respostas sao mediadas 
pela mesma proteina reguladora de res¬ 
posta ao ferro, a aconitase, que reconhece 
caracterfsticas comuns na estrutura haste- 
-alga dos mRNAs codificadores da ferritina 
e do receptor da transferrina. A aconitase 
dissocia-se do mRNA quando ele se liga 
ao ferro. Contudo, devido ao receptor da 
transferrina e a ferritina serem regulados 
por mecanismos diferentes, seus nfveis 
respondem de maneira oposta as con- 
centragoes de ferro, mesmo quando sao 
reguladas pela mesma proteina reguladora 
de resposta ao ferro. (Adaptada de M.W. 
Hentze et al., Science 238:1570-1573, 

1987 e J.L. Casey et al., Science 240:924- 
928, 1988. Com permissao de A A AS.) 
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Figura 7-72 Visualiza^ao dos corpos P. 

As celulas humanas foram coradas com 
anticorpos contra um componente da 
enzima Dcpla (paineis a esquerda) que re¬ 
move o quepe dos mRNAs e contra a pro- 
teina Argonauta ( paineis centrais). Como 
descrito posteriormente neste capitulo, 

Argonauta e um componente-chave das 
vias de interference de RNA. A imagem in- 
corporada ( paineis a direita) mostra que as 
duas proteinas se colocalizam convergindo 
para os corpos P do citoplasma. (Adaptada 
de J. Liu etal., Nat Cell Biol. 7:719-723, 

2005. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 

A regulagao da estabilidade do mRNA envolve corpos P e 
granulos de estresse 

Vimos, nos Capitulos 3 e 6, que grandes agregados de proteinas e acidos nucleicos que atuam 
em conjunto sao frequentemente mantidos proximos uns aos outros por conexoes fracas, de 
baixa afinidade (ver Figura 3-36). Desse modo, eles funcionam como “organelas” ainda que 
nao estejam cercados por membranas. Muitos dos eventos discutidos na segao previa - in- 
cluindo a remogao do quepe 5'ea degradagao do RNA - ocorrem em agregados conhecidos 
como corpos de processamento ou corpos P, que estao presentes no citosol (Figura 7-72). 

Ainda que muitos mRNAs sejam eventualmente degradados nos corpos P, alguns 
permanecem intactos e posteriormente retornam ao conjunto de mRNAs que sofrem 
tradugao ativa. Para serem “resgatados” dessa forma, os mRNAs se movem dos corpos 
P para um outro tipo de agregado conhecido como granulo de estresse, que contem fa- 
tores de iniciagao da tradugao, protema ligadora de poli-A e subunidades ribossomicas 
pequenas. A tradugao propriamente dita nao ocorre nos granulos de estresse, mas os 
mRNAs podem se tornar "prontos para a tradugao” a medida que as proteinas ligadas a 
eles nos corpos P sao substituidas pelas presentes nos granulos de estresse. O movimen- 
to dos mRNAs entre tradugao ativa, corpos P e granulos de estresse pode ser visto como 
um ciclo do mRNA (Figura 7-73), onde a competigao entre tradugao e degradagao do 
mRNA e cuidadosamente controlada. Portanto, quando a iniciagao da tradugao e blo- 
queada (por deplegao de nutrientes, farmacos ou manipulagao genetica), os granulos de 
estresse aumentam na medida em que mais e mais mRNAs nao traduzidos sao movidos 
diretamente para eles para armazenamento. Claramente, uma vez que a celula tenha 
realizado um grande investimento em produzir uma molecula de mRNA processada de 
forma apropriada, ela controla cuidadosamente o seu destino subsequente. 

Resumo 

Muitas etapas na via do RNA para a protema sao reguladas pelas celulas para o controle da 
expressao genica. Os genes em sua maioria sao regulados em multiplos nweis, alem de serem 
controlados na etapa inicial da transcrigao. Os mecanismos reguladores incluem (1) atenua- 
gao do transcrito de RNA pela sua terminagao prematura, (2) selegao de sitios de splicing al- 
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Figura 7-73 Possiveis destinos de uma 
molecula de mRNA. Uma molecula de 
mRNA liberada do nucleo pode ser tradu- 
zida ativamente (ao centro), armazenada 
em granulos de estresse (a direita), ou 
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ternativos do RNA, (3) controle da formagao das extremidades 3'por clivagem e adigao de po¬ 
ll-A, (4) edigao do RNA, (5) controle do transporte do nucleo para o citosol, (6) localizagao dos 
mRNAs em sitios determinados da celula, (7) controle do inicio da tradugao e (8) degradagao 
regulada do mRNA. A maioria desses processos de controle necessita do reconhecimento de 
sequencias espedficas ou de estruturas na molecula de RNA que esta sendo regulada, tarefa 
desempenhada tanto por protemas reguladoras como por moleculas de RNA reguladoras. 

REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA POR RNAs NAO 
CODIFICADORES 

No capitulo anterior, introduzimos o dogma central, de acordo com o qual o fluxo da 
informagao genetica ocorre do DNA atraves do RNA para a protema (Figura 6-1). En- 
tretanto, vimos neste livro que moleculas de RNA desempenham muitas tarefas criticas 
na celula alem de servirem como carreadores intermediaries da informagao genetica. 
Entre esses RNAs nao codificadores estao as moleculas de rRNA e tRNA, que sao respon- 
saveis pela leitura do codigo genetico e por sintetizar protemas. A molecula de RNA da 
telomerase atua como um molde para a replicagao das extremidades dos cromossomos, 
snoRNAs modificam RNA ribossomico, e snRNAs desempenham os principais eventos 
do splicing de RNA. E vimos, na segao anterior, que o RNA de Xist desempenha um papel 
importante na inativagao de uma copia do cromossomo X em femeas. 

Uma serie de descobertas recentes revelaram que RNAs nao codificadores sao ainda 
mais prevalentes do que pensado anteriormente. Sabemos hoje que tais RNAs desempe¬ 
nham amplas fungoes na regulagao da expressao genica e na protegao do genoma contra 
virus e elementos transponiveis. Esses RNAs recem-descobertos sao o assunto desta segao. 

Transcritos de RNAs nao codificadores pequenos regulam muitos 
genes de animais e plantas por meio da interferencia de RNA 

Iniciaremos nossa discussao com um grupo de RNAs pequenos que realizam a interferen¬ 
cia de RNA (RNAi). Nesse processo, pequenos RNAs de fita simples (20-30 nucleotideos) 
atuam como RNAs guias que reorganizam seletivamente e se ligam - por meio de parea- 
mento de bases - a outros RNAs na celula. Quando o alvo e um mRNA maduro, os RNAs nao 
codificadores pequenos podem inibir a tradugao desse alvo ou ate mesmo catalisar a des- 
truigao do mesmo. Se a molecula de mRNA alvo estiver no processo de ser transcrita, o RNA 
nao codificador pequeno pode se ligar a ele e dirigir a formagao de certos tipos de cromatina 
repressiva no molde de DNA associado (Figura 7-74). Tres classes de RNAs nao codificado¬ 
res pequenos atuam desse modo - micro-RNAs ( miRNAs ), pequenos RNAs de interferencia 
(siRNAs) e RNAs que interagem com piwi (piRNAs ) - esses RNAs serao discutidos nas segoes 
seguintes. Ainda que difiram na forma como os trechos de RNA de fita simples pequenos sao 
gerados, os tres tipos de RNAs pequenos localizam seus alvos por meio de pareamento de 
bases do tipo RNA-RNA, e geralmente eles promovem redugoes na expressao genica. 

miRNAs regulam a tradugao e a estabilidade de mRNAs 

Mais de mil micro-RNAs (miRNAs) diferentes sao produzidos pelo genoma humano, e 
eles parecem regular pelo menos um tergo de todos os genes codificadores de protemas. 



Clivagem do 
RNA-alvo 


Repressaotraducional Formagao de heterocromatina 
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Figura 7-74 Interferencia de RNA em 
eucariotos. RNAs de interferencia de fita 
simples sao gerados a partir de RNAs de 
fita dupla. Eles localizam os RNAs-alvo por 
meio de pareamento de bases e, nesse 
ponto, como mostrado, varios destinos 
sao possiveis. Como descrito no texto, 
existem varios tipos de interferencia de 
RNA; a forma como o RNA de fita dupla e 
produzido e processado e o destino final 
do RNA-alvo dependem do sistema em 
particular. 
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Uma vez produzidos, os miRNAs pareiam com mRNAs especificos e modulam a tradu¬ 
gao e a estabilidade dos mesmos. Os precursores dos miRNAs sao sintetizados pela RNA- 
-polimerase II e sao submetidos a adigao de quepe e poliadenilados. Eles, entao, sofrem 
um tipo especial de processamento, apos o qual o miRNA (geralmente 23 nucleotideos 
de comprimento) e montado com um conjunto de protemas para formar um complexo 
de silenciamento induzido porRNA (RISC, RNA-induced silencing complex). Umavezfor- 
mado, o RISC procura pelos seus mRNAs-alvo buscando por sequencias nucleotidicas 
complementares (Figura 7-75). Essa procura e bastante facilitada pela protema Argo¬ 
nauta, um componente do RISC, que encaixa a regiao 5' do miRNA de forma que ela 
seja posicionada de maneira otimizada para o pareamento com outra molecula de RNA 
(Figura 7-76). Nos animais, a extensao do pareamento normalmente e de ao menos sete 
pares de nucleotideos e ocorre com mais frequencia na UTR 3' do mRNA-alvo. 

Uma vez que um mRNA tenha se ligado a um miRNA, varias situagoes sao possiveis. 
Se o pareamento e extenso (o que e imcomum em humanos, mas comum em muitas plan- 
tas), o mRNA e clivado [fatiado ) pela protema Argonauta, removendo de forma efetiva a 
cauda de poli-A e expondo-a a exonucleases (ver Figura 7-69). Seguindo-se a clivagem do 
mRNA, o RISC, com o seu miRNA associado, e liberado e pode procurar mRNAs adicio- 
nais (ver Figura 7-75). Assim, um unico miRNA pode atuar cataliticamente para destruir 
muitos mRNAs complementares. Dessa forma, pode-se acreditar que esses miRNAs sejam 
sequencias-guia que promovem o contato de nucleases destrutivas com mRNAs especificos. 

Se o pareamento de bases entre o miRNA e o mRNA e menos extenso (como ob- 
servado para a maioria dos miRNAs humanos), o Argonauta nao fatia o mRNA; em vez 
disso, a tradugao do mRNA e reprimida e o mesmo e levado para os corpos P (ver Figura 
7-73), nos quais, impedido de ser traduzido pelos ribossomos, eventualmente sofre en- 
curtamento da cauda de poli-A, remogao do quepe e degradagao. 

Muitas caracteristicas tornam os miRNAs reguladores especialmente uteis na ex- 
pressao genica. Primeiro, um unico miRNA pode regular um conjunto inteiro de mRNAs 
diferentes se os mRNAs carregarem uma sequencia curta comum em suas UTRs. Essa 
situagao e comum em humanos, onde um unico miRNA pode controlar centenas de 
mRNAs diferentes. Segundo, a regulagao por miRNA pode ser combinatoria. Quando o 
pareamento entre o miRNA e o mRNA falha em desencadear a clivagem, miRNAs adicio- 


Figura 7-75 Processamento do miRNA 
e seu mecanismo de agao. 0 miRNA 
precursor, por meio da complementa- 
ridade entre uma parte e outra de sua 
sequencia, forma uma estrutura de fita 
dupla. Esse RNA e "recortado" ainda 
enquanto no nucleo e entao exportado 
para o citosol, onde e adicionalmente 
clivado pela enzima Dicer para formar o 
miRNA apropriado. Argonauta, em con¬ 
junto com outros componentes de RISC, 
inicialmente associa-se a ambas as fitas 
do miRNA e, entao, cliva e descarta uma 
delas. A outra fita guia RISC para mRNAs 
especificos pelo pareamento de bases. Se 
a combinagao RNA-RNA for extensa, como 
visto muitas vezes em plantas, Argonauta 
cliva o mRNA-alvo, induzindo a sua rapida 
degradagao. Nos mamiferos, a combina- 
gao miRNA-mRNA frequentemente nao se 
estende alem da curta regiao "semente" 
de sete nucleotideos proxima da extremi- 
dade 5' do miRNA. Esse pareamento de 
bases menos extenso induz a inibigao da 
tradugao, a desestabilizagao do mRNA e a 
transference do mRNA para os corpos P, 
nos quais finalmente e degradado. 
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3' OH (extremidade do RNA) 



Sitio ativo, mostrando 2 atomos de Mg 2+ 
necessarios para "fatiamento" 


nais ligando-se ao mesmo mRNA conduzem a redugoes maiores na sua tradugao. Como 
discutido antes para os reguladores transcricionais, o controle combinatorio expande bas- 
tante as possibilidades dispomveis para a celula por interligar a expressao genica com uma 
combinagao de diferentes reguladores em vez de um unico regulador. Terceiro, um miRNA 
ocupa um espago relativamente pequeno no genoma quando comparado a uma proteina. 
Na verdade, o seu pequeno tamanho e uma das razoes para que os miRNAs tenham sido 
descobertos apenas recentemente. Embora estejamos somente comegando a apreciar o 
impacto total dos miRNAs, esta claro que eles representam uma parte importante do equi- 
pamento celular para a regulagao da expressao dos seus genes. Discutiremos exemplos 
especificos de miRNAs que possuem papeis-chave no desenvolvimento no Capitulo 21. 


Figura 7-76 Proteina Argonauta huma- 
na portando um miRNA. A proteina e 
enovelada em quatro donmnios estruturais, 
cada um indicado por uma cor diferente. 

0 miRNA e mantido em uma forma es- 
tendida que e otima para a formagao de 
pares de bases RNA-RNA. 0 sitio ativo de 
Argonauta, que "fatia" um RNA-alvo de 
quando esse e pareado extensivamente 
com o miRNA, esta indicado em vermelho. 
Muitas proteinas Argonauta (p. ex.,tres 
das quatro proteinas humanas) nao pos¬ 
suem o sitio catalftico e, portanto, ligam- 
-se aos RNAs-alvo sem fatia-los. (Adaptada 
de C.D. Kuhn e L. Joshua-Tor, Trends 
Biochem. Sci. 38:263-271, 2013. Com 
permissao de Cell Press.) 


A interferencia de RNA tambem e usada como um mecanismo de 
defesa celular 

Muitas das proteinas que participam dos mecanismos reguladores dos miRNAs descritos 
ha pouco tambem servem para uma segunda fungao como mecanismo de defesa: elas 
orquestram a degradagao de moleculas de RNA estranhas, especialmente aquelas que 
ocorrem em forma de fita dupla. Muitos elementos de transposigao e virus produzem 
RNA de fita dupla, pelo menos transitoriamente, em seus ciclos celulares, e a RNAi auxi- 
lia a manter esses invasores potencialmente perigosos sob controle. Como veremos, essa 
forma de RNAi tambem fornece aos cientistas uma tecnica experimental poderosa para 
desativar a expressao de genes individuais. 

A presenga de RNA de fita dupla livre desencadeia a RNAi pela atragao de um comple- 
xo proteico contendo Dicer, a mesma nuclease que processa miRNA (ver Figura 7-75). Esse 
complexo proteico cliva o RNA de fita dupla em pequenos fragmentos (de aproximadamen- 
te 23 pares de nucleotideos) chamados de pequenos RNAs de interferencia (siRNAs, do 
ingles small interfering RNAs). Entao, esses siRNAs de fita dupla sao ligados pelo Argonauta 
e outros componentes do RISC. Como vimos anteriormente para os miRNAs, uma fita do 
duplex de RNA e, entao, clivada pelo Argonauta e descartada. A molecula de siRNA de ca- 
deia simples que permanece direciona o RISC de volta para moleculas de RNA complemen- 
tares produzidas pelo virus ou elemento transpomvel. Como o pareamento geralmente e 
exato, o Argonauta cliva essas moleculas, levando a sua rapida destruigao. 

Cada vez que RISC cliva uma nova molecula de RNA, ele e liberado; assim como 
vimos para os miRNAs, uma unica molecula de RNA pode atuar cataliticamente para 
destruir muitos RNAs complementares. Alguns organismos empregam um mecanismo 
adicional que amplifica a resposta de RNAi ainda mais. Nesses organismos, RNA-poli- 
merases dependentes de RNA usam siRNAs como iniciadores para produzir copias adi- 
cionais de RNAs de fita dupla, que sao, entao, clivados em siRNAs. Essa amplificagao 
garante que, uma vez iniciada, a interferencia do RNA possa continuar mesmo apos todo 
o RNA de fita dupla inicial ter sido degradado ou diluido. Por exemplo, ela permite que 
as celulas da progenie continuem realizando a interferencia de RNA especifica que foi 
provocada nas celulas parentais. 

Em alguns organismos, a atividade de interferencia de RNA pode ser espalhada 
pela transference dos fragmentos de RNA de celula para celula. Isso e particularmente 
importante em plantas (cujas celulas estao ligadas por canais conectores finos, como 
discutido no Capitulo 19), pois permite a uma planta inteira tornar-se resistente a um 
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virus de RNA, mesmo que somente algumas de suas celulas tenham sido infectadas. 
Em geral, a resposta de RNAi lembra certos aspectos dos sistemas imunes animais; em 
ambos, um organismo invasor induz uma resposta personalizada e - pela amplificagao 
das moleculas de “ataque” - o hospedeiro torna-se sistematicamente protegido. 

Vimos que apesar de miRNAs e siRNAs serem gerados de formas ligeiramente 
diferentes, eles se baseiam nas mesmas protemas e procuram seus alvos de uma ma- 
neira fundamentalmente similar. Como os siRNAs sao encontrados em muitas especies 
diferentes, acredita-se que eles sejam a forma mais antiga de interferencia de RNA, com 
os miRNAs correspondendo a um refinamento posterior. Esses mecanismos de defesa 
mediados por siRNAs sao cruciais para as plantas, vermes e insetos. Em mamiferos, um 
sistema baseado em protemas (descrito no Capitulo 24) assumiu em grande parte a tare- 
fa de lutar contra os virus. 

A interferencia de RNA pode direcionar a formagao de 
heterocromatina 

Avia de interferencia do siRNArecem-descrita nao necessariamente e interrompida com 
a destruigao das moleculas de RNA-alvo. Em alguns casos, a maquinaria da RNAi tam¬ 
bem pode desativar seletivamente a sintese dos RNAs-alvo. Para isso ocorrer, os pequenos 
siRNAs produzidos pela protema Dicer sao agrupados com um grupo de protemas (in- 
cluindo Argonauta) para formar o complexo de silenciamento transcricional induzido por 
RNA (RITS, RNA-induced transcriptional silencing). Usando o siRNA como sequencia-guia, 
esse complexo liga-se a transcritos de RNA complementares assim que eles emergem de 
uma RNA-polimerase II em transcrigao (Figura 7-77). Posicionado no genoma dessa ma- 
neira, o complexo RITS atrai protemas que modificam covalentemente histonas e ao final 
direcionam a formagao de heterocromatina para impedir eventos adicionais de iniciagao 
da transcrigao. Em alguns casos, uma RNA-polimerase dependente de RNA e uma enzima 
Dicer sao tambem recrutadas pelo complexo RITS para gerar siRNAs adicionais in situ de 
maneira continuada. Esse ciclo de retroalimentagao positiva garante repressao continuada 
do gene-alvo mesmo apos as moleculas de siRNA iniciais terem desaparecido. 

A formagao de heterocromatina dirigida por RNAi e um importante mecanismo 
de defesa celular que limita a disseminagao de elementos transpomveis em genomas, 
pois mantem suas sequencias de DNA em uma forma silenciosa transcricionalmente. 
Entretanto, esse mesmo mecanismo tambem e utilizado em alguns processos normais 
na celula. Por exemplo, em muitos organismos a maquinaria de interferencia de RNA 
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Figura 7-77 Interferencia de RNA diri¬ 
gida por siRNAs. Em muitos organismos, 
o RNA de fita dupla pode desencadear 
tanto a destruigao de mRNAs complemen¬ 
tares ( esquerda ) como o silenciamento 
transcricional ( direita). A mudanga na 
estrutura da cromatina induzida pelos 
complexos RITS ligados lembra a da 
Figura 7-45. 
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mantem a heterocromatina formada ao redor dos centromeros. As sequencias de DNA 
centromericas sao transcritas em ambas as diregoes, produzindo transcritos de RNA 
complementares que podem parear-se com o RNA de fita dupla. Esse RNA de fita dupla 
dispara a via de interferencia de RNA e estimula a formagao da heterocromatina que cer- 
ca os centromeros, a qual e necessaria para os centromeros segregarem os cromossomos 
corretamente durante a mitose. 

piRNAs protegem as linhagens germinativas dos elementos 
transponiveis 

Um terceiro sistema de interferencia de RNA se baseia nos piRNAs (RNAs que intera- 
gem com piwi, em referenda a Piwi, uma classe de protemas relacionadas ao Argonauta). 
Os piRNAs sao produzidos especificamente na linhagem germinativa, na qual eles blo- 
queiam o movimento de elementos transponiveis. Encontrados em muitos organismos, 
incluindo humanos, os genes codificadores de piRNAs consistem principalmente de frag¬ 
ments de sequencias de elementos transponiveis. Esses agrupamentos de fragments 
sao transcritos e quebrados em pequenas porgoes, os piRNAs de cadeia simples. O pro- 
cessamento difere daquele que ocorre para os miRNAs e siRNAs (para comegar, a enzima 
Dicer nao esta envolvida), e os piRNAs resultantes sao ligeiramente maiores do que os 
miRNAs e siRNAs; alem disso, eles sao complexados com Piwi, em vez das protemas Ar¬ 
gonauta. Uma vez formados, os piRNAs procuram os alvos de RNA por pareamento e, de 
forma muito semelhante aos siRNAs, silenciam em nivel transcricional genes intactos 
de transposons e destroem qualquer RNA (incluindo mRNAs) produzido por eles. 

Muitos misterios cercam os piRNAs. Mais de 1 milhao de especies de piRNA sao 
codificadas nos genomas de muitos mamiferos e expressos nos testiculos, ainda assim, 
somente uma pequena fragao parece ser dirigida contra os transposons presentes nesses 
genomas. Serao os piRNAs resquicios de invasores do passado? Cobrirao eles um “espago 
de sequencia” tao amplo que eles seriam protetores contra qualquer DNA exogeno? Uma 
outra caracteristica curiosa dos piRNAs e que muitos deles (particularmente se o parea¬ 
mento de bases nao precisar ser perfeito) deveriam, em principio, atacar os mRNAs nor- 
mais produzidos pelo organismo, mas eles nao o fazem. Foi proposto que esses grandes 
numeros de piRNAs possam formar um sistema para distinguir o RNA “proprio” de RNAs 
“exogenos” e atacar posteriormente apenas os ultimos. Se for esse o caso, deve existir uma 
forma especial para a celula poupar os seus proprios RNAs. Uma proposta e a de que RNAs 
produzidos na geragao anterior de um organismo sejam de alguma maneira registrados e 
colocados de lado do ataque de piRNA em geragoes subsequentes. Se esse mecanismo de 
fato existe e, em caso afirmativo, como ele pode funcionar, sao questoes que demonstram 
nosso conhecimento incompleto de todas as implicagoes da interferencia de RNA. 

A interferencia de RNA tornou-se uma poderosa ferramenta 
experimental 

Ainda que provavelmente tenha surgido como um mecanismo de defesa contra virus 
e elementos transponiveis, a interferencia de RNA, como vimos, tornou-se completa- 
mente integrada em muitos aspects da biologia celular normal, variando de controle da 
expressao genica a estrutura dos cromossomos. Os cientistas tambem o desenvolveram 
como uma ferramenta experimental poderosa que permit que quase qualquer gene 
seja inativado evocando a resposta de RNAi para ele. Essa tecnica, bastante empregada 
em celulas em cultura e, em muitos casos, em animais e plantas inteiros, tornaram pos- 
siveis novas estrategias geneticas na biologia celular e molecular. Discutiremos em de- 
talhes essa tecnica no capitulo seguinte onde iremos tratar de metodos de genetica mo- 
derna usados para estudar as celulas (ver p. 499-501). A RNAi tambem possui potencial 
para o tratamento de doengas humanas. Considerando-se que muitas doengas humanas 
resultam da expressao alterada de genes, a habilidade de desativar esses genes pela in- 
trodugao experimental de moleculas complementares de siRNA e uma grande promessa 
medica. Ainda que o mecanismo de interferencia do RNA tenha sido descoberto ha al- 
gumas decadas, ainda estamos sendo surpreendidos pelos detalhes de seu mecanismo e 
pela amplitude de suas implicagoes biologicas. 
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Figura 7-78 Imunidade mediada por 
CRISPR em bacterias e arqueobacterias. 

Apos infecgao por um virus (a esquerda), 
uma pequena porgao de DNA do genoma 
viral e inserido no locus CRISPR. Para que 
isso ocorra, uma pequena fragao de celulas 
infectadas deve sobreviver a infecgao viral 
inicial. As celulas sobreviventes, ou mais 
comumente suas descendentes, transcre- 
vem o locus CRISPR e processam o transcri- 
to em crRNAs (no centro). Quando ocorre 
reinfecgao por um virus para o qual aquela 
populagao de celulas ja tenha sido "vacina- 
da", o DNA viral que entra e destruido por 
um crRNA complementar (a direita). Para 
um sistema CRISPR ser efetivo, os crRNAs 
nao devem destruir o proprio locus CRISPR, 
ainda que os crRNAs sejam complemen- 
tares a ele. Em muitas especies, para que 
os crRNAs possam atacar uma molecula 
de DNA invasora, devem existir pequenas 
sequences de nucleotideos adicionais nas 
moleculas-alvo. Como essas sequences, 
denominadas PAMs (motivos adjacentes 
ao protoespagador, do ingles, protospacer 
adjacent motifs), localizam-se fora das 
sequences de crRNA, o locus CRISPR do 
hospedeiro e poupado (ver Figura 8-55). 


Bacterias usam RNAs nao codificadores pequenos para se 
protegerem de virus 

As bacterias constituem a vasta maioria da biomassa da Terra e, nao surpreendentemente, 
existe um numero muito maior de virus que infectam bacterias do que virus de animais e 
plantas. Esses virus geralmente possuem genomas de DNA. Uma descoberta recente reve- 
lou que muitas especies de bacterias (e praticamente todas as especies de arqueobacterias) 
usam um repositorio de pequenas moleculas de RNA nao codificadoras para procurar e 
destruir o DNA de virus invasores. Muitas das caracteristicas desse mecanismo de defesa, 
conhecido como sistema CRISPR, assemelha-se aqueles vistos anteriormente para miRNAs 
e siRNAs, mas existem duas diferengas importantes. Primeiro, quando bacterias e arqueias 
sao infectadas pela primeira vez por um virus, elas apresentam um mecanismo que faz 
pequenos fragmentos desse DNA viral integrarem-se nos seus genomas. Esses funcionam 
como “vacinagoes” no sentido de que eles se tornam moldes para a produgao de pequenos 
RNAs nao codificadores denominados crRNAs (CRISPR RNAs), que, depois disso, irao des¬ 
truir o virus caso ele reinfecte os descendentes da celula original. Esse aspecto do sistema 
CRISPR e similar, em principio, a imunidade adaptativa em mamiferos, no sentido de que 
as celulas portam uma memoria de exposigoes passadas que sao usadas para proteger con¬ 
tra exposigoes futuras. Uma segunda caracteristica distintiva do sistema CRISPR e que esses 
crRNAs passam, entao, a se associar a protemas especiais, e o complexo procura e destroi 
moleculas de DNA de fita dupla, em vez de moleculas de RNA de fita simples. 

Ainda que muitos detalhes da imunidade mediada por CRISPR ainda nao tenham 
sido descobertos, podemos esbogar o processo geral em tres etapas (Figura 7-78). Pri- 
meiramente, sequencias de DNA virais sao integradas em regioes especiais do genoma 
bacteriano conhecidas como locus CRISPR (pequenas repetigoes palindromicas regular- 
mente intercaladas e agrupadas, do ingles clustered regularly interspersed short palindro¬ 
mic repeat ), assim denominado devido a sua estrutura peculiar que chamou a atengao 
dos cientistas. Na sua forma mais simples, um locus CRISPR consiste em varias centenas 
de repetigoes de uma sequencia de DNA do hospedeiro intercaladas com uma grande 
colegao de sequencias (normalmente 25-70 pares de nucleotideos cada), as quais foram 
derivadas de exposigoes anteriores a virus e a outros DNAs exogenos. A sequencia viral 
mais recente esta sempre integrada na extremidade 5' do locus CRISPR, a extremidade 
que e primeiramente transcrita. Cada locus, portanto, porta uma memoria temporal de 
infecgoes previas. Muitas especies bacterianas e de archeas portam varios locus CRISPR 
grandes nos seus genomas, e sao, portanto, imunes a uma grande variedade de virus. 

Em uma segunda etapa, o locus CRISPR e transcrito para produzir uma longa mo¬ 
lecula de RNA, que e, entao, processada em crRNAs muito menores (aproximadamente 
30 nucleotideos). Na terceira etapa, crRNAs complexados com protemas Cas (associadas 
a CRISPR, do ingles CRISPR-associated) procuram sequencias de DNA viral complemen- 
tares e dirigem sua destruigao por nucleases. Ainda que estruturalmente diferentes, as 
protemas Cas sao analogas as protemas Argonauta e Piwi discutidas anteriormente: elas 
prendem pequenos RNAs de fita simples em uma configuragao estendida que e otimi- 
zada, nesse caso, para procurar e formar pares de bases complementares com o DNA. 

Ainda temos muito o que aprender sobre a imunidade baseada em CRISPR em bacte¬ 
rias e arqueobacterias. O mecanismo pelo qual sequencias virais sao primeiramente identi- 
ficadas e integradas no genoma hospedeiro e pouco conhecido, assim como a forma como 
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os crRNAs encontram suas sequencias complementares no DNA de fita dupla. Alem disso, 
em diferentes especies de bacterias e arqueobacterias, os crRNAs sao processados de dife- 
rentes formas, e em alguns casos, os crRNAs podem atacar RNAs virais assim como DNAs. 

Veremos, no proximo capitulo, que sistemas CRISPR bacterianos ja foram "movi- 
dos” artificialmente para plantas e animais, onde eles se tornaram ferramentas experi- 
mentais poderosas para manipular genomas. 

RNAs nao codificadores longos possuem diversas fungoes na celula 

Neste e em capitulos anteriores, vimos que moleculas de RNA nao codificadoras apresen- 
tam muitas fungoes na celula. Ainda assim, como no caso das proteinas, existem muitos 
RNAs nao codificadores cuja fungao permanece desconhecida. Muitos RNAs de fungao 
desconhecida pertencem a um grupo conhecido como RNA nao codificador longo 
(IncRNA). Esses sao definidos arbitrariamente como RNAs maiores que 200 nucleotideos 
que nao codificam proteinas. Como os metodos para a determinagao das sequencias de 
nucleotideos de todas as moleculas de RNA produzidas por uma linhagem celular ou te- 
cido foram aperfeigoados, o numero total de IncRNAs (estimado em 8 mil para o genoma 
humano, por exemplo) veio como uma surpresa para os cientistas. A maioria dos IncRNAs 
sao transcritos pela RNA-polimerase II e possuem quepe 5' e caudas poli-A, e, em mui¬ 
tos casos, sofrem splicing. Tern sido dificil anotar IncRNAs, porque hoje se sabe que bai- 
xos niveis de RNA sao produzidos para 75% do genoma humano. Pensa-se que a maior 
parte desse RNA corresponda a um “ruido” de fundo da transcrigao e processamento do 
RNA. De acordo com essa ideia, tais RNAs nao funcionais nao fornecem uma vantagem 
adaptativa e tampouco desvantagem ao organismo e sao tolerados como subprodutos 
dos padroes complexos de expressao genica que devem ser produzidos em organismos 
multicelulares. Por essas razoes, e dificil estimar o numero de IncRNAs que provavelmen- 
te tenham uma fungao na celula e distingui-los da transcrigao de fundo. 

la nos deparamos com alguns poucos IncRNAs, incluindo o RNA na telome- 
rase (ver Figura 5-33), RNA Xist (ver Figura 7-52), e um RNA envolvido em imprinting 
(ver Figura 7-49). Outros IncRNAs tern sido implicados em controlar a atividade enzi- 
matica de proteinas, inativar reguladores transcricionais, afetar padroes de splicing e 
bloquear a tradugao de certos mRNAs. 

Em termos de fungao biologica, o IncRNA deve ser considerado como um termo 
que abarca tudo, compreendendo uma grande diversidade de fungoes. Entretanto, exis¬ 
tem duas caracteristicas unificadoras dos IncRNAs que podem explicar os seus papeis 
diversificados nas celulas. A primeira e que IncRNAs podem funcionar como moleculas 
de RNA de suporte , mantendo unidos grupos de proteinas, de forma a coordenar suas 
fungoes (Figura 7-79A). fa vimos um exemplo na telomerase, em que uma molecula 
de RNA organiza e mantem componentes proteicos unidos. Esses suportes baseados em 
RNA sao analogos as proteinas de suporte discutidas no Capitulo 3 (ver Figura 3-78) e 
Capitulo 6 (ver Figura 6-47). As moleculas de RNA sao bastante adequadas para atua- 
rem como suportes: pequenas porgoes de sequencia de RNA, com frequencia aquelas 
porgoes que formam estruturas de haste-alga, podem servir como sitios de ligagao para 


Figura 7-79 Fungoes do RNA nao co¬ 
dificador longo (IncRNA). (A) IncRNAs 
podem atuar como suportes, aproximando 
proteinas que funcionam em um mesmo 
processo. Como descrito no Capitulo 6, 
RNAs podem se enovelar em estruturas tri- 
dimensionais especificas que sao frequen- 
temente reconhecidas pelas proteinas. 

(B) Alem de funcionarem como suportes, 
IncRNAs podem, por meio da formagao de 
pares de bases complementares, localizar 
proteinas em sequencias especificas de 
moleculas de DNA ou RNA. (C) Em alguns 
casos, IncRNAs podem atuar somente 
em c/s, por exemplo, quando o RNA e 
mantido no lugar pela RNA-polimerase 
(superior). Outros IncRNAs, entretanto, 
difundem-se a partir dos seus sitios de sfn- 
tese e, portanto, agem em trans. 
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OQUE NAO SABEMOS 

• Como a taxa final de transcrigao 
de um gene e especificada pelas 
centenas de proteinas que se asso- 
ciam em suas regioes controlado- 
ras? Seremos algum dia capazes 
de predizer essa taxa a partir da 
inspegao das sequences de DNA 
das regioes controladoras? 

• Como o conjunto das sequences 
reguladoras c/s-atuantes embebi- 
das em um genoma orquestram o 
programa de desenvolvimento de 
um organismo multicelular? 

• Quanto da sequencia do genoma 
humano e funcional e por que o 
restante e retido? 

• Quais dos milhares de RNAs nao 
codificadores nao estudados de- 
sempenham fungoes na celula, e 
quais sao essas fungoes? 

• Estavam os introns presentes nas 
celulas originais (tendo sido subse- 
quentemente perdidos em alguns 
organismos) ou eles surgiram em 
penodos posteriores? 


proteinas e podem ser atados com sequencias aleatorias de RNA no meio. Essa proprie- 
dade pode ser uma das razoes pelas quais IncRNAs apresentam pouca conservagao em 
termos de estrutura primaria em diferentes especies. 

A segunda caracteristica-chave dos IncRNAs consiste na sua capacidade de ser- 
vir como sequencias-guia, ligando-se a moleculas-alvo de DNA ou RNA especificas por 
meio de pareamento de bases. Ao fazer isso, eles provocam a aproximagao das proteinas 
que se ligam a essas sequencias de DNA e RNA (Figura 7-79B). Esse comportamento e 
similar ao dos snoRNAs (ver Figura 6-41), crRNAs (ver Figura 7-78) e miRNAs (ver Figura 
7-75), todos agindo dessa mesma forma para guiar enzimas proteicas para sequencias 
especificas de acidos nucleicos. 

Em alguns casos, os IncRNAs atuam simplesmente por pareamento de bases, 
sem trazer consigo enzimas ou outras proteinas. Por exemplo, uma serie de genes de 
IncRNA estao embebidos dentro de genes codificadores de proteinas, mas sao transcri- 
tos na “diregao errada” Esses RNAs antissenso podem formar pareamentos entre bases 
complementares com o mRNA (transcrito na diregao “correta”) e bloqueiam a tradugao 
em protema (ver Figura 7-66D). Outros IncRNAs antissenso pareiam com pre-mRNAs 
a medida que sao sintetizados e mudam o padrao de splicing do RNA, mascarando as 
sequencias dos sitios de splicing. Outros atuam como “esponjas” pareando com miRNAs 
e, dessa forma, reduzindo seus efeitos. 

Finalmente, observa-se que alguns IncRNAs podem atuar somente em cis; ou seja, 
eles afetam somente o cromossomo a partir do qual sao transcritos. Isso ocorre pronta- 
mente quando o RNA transcrito ainda nao foi liberado pelas RNA-polimerases (Figura 
7-79C). Muitos IncRNAs, entretanto, difundem-se a partir do seu sitio de smtese e atuam 
em trans. Ainda que os IncRNAs mais bem compreendidos ajam dentro do niicleo, mui¬ 
tos sao encontrados no citosol. As fungoes - se existir alguma - da grande maioria desses 
IncRNAs citosolicos permanecem desconhecidas. 

Resumo 

As moleculas de RNA apresentam muitas fungoes na celula alem de portarem a informa- 
gao necessaria para especificar a ordem de aminoacidos durante a smtese proteica. Ainda 
que tenhamos encontrado RNAs nao codificadores em outros capitulos (p. ex., tRNAs, rRNAs, 
snoRNAs), o numero total de RNAs nao codificadores produzidos pelas celulas tern surpreen- 
dido os cientistas. Um uso bem compreendido dos RNAs nao codificadores ocorre na inter¬ 
ference de RNA, na qual os RNAs-guia (miRNA, siRNAs, piRNAs) se pareiam com mRNAs. 
A RNAi pode induzir os mRNAs a serem destruidos ou terem a sua tradugao reprimida. 
Ela tambem pode induzir que genes espedficos sejam empacotados em heterocromatina su- 
primindo sua transcrigao. Em bacterias e arqueobacterias, a interference de RNA e usada 
como uma resposta imune adaptativa para destruir virus que as infectam. Uma grande fami- 
lia deRNAs nao codificadores longos (IncRNAs) tern sido descoberta recentemente. Ainda que 
a fungao da maioria desses RNAs seja desconhecida, alguns servem como suportes de RNA 
que aproximam proteinas especificas e moleculas de RNA, acelerando reagoes necessarias. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

7-1 Em termos da maneira como interage com o DNA, o mo- 
tivo helice-alga-helice esta mais intimamente relacionado ao 
motivo ziper de leucina do que ao motivo helice-volta-helice. 

7-2 Uma vez que as celulas tenham se diferenciado em 
suas formas especializadas finais, elas nunca alteram a ex- 
pressao de seus genes novamente. 

7-3 Acredita-se que ilhas CG surgiram durante a evolugao, 
pois estao associadas a porgoes do genoma que permanece- 
ram nao metiladas na linhagem germinativa. 

7-4 Na maioria dos tecidos diferenciados, as celulas-filhas 
retem uma memoria dos padroes de expressao genica que 
estiveram presentes na celula parental por meio de meca¬ 


nismos que nao envolvem mudangas na sequencia de seus 
DNAs genomicos. 

Discuta as questoes a seguir. 

7-5 Uma pequena porgao de uma analise bidimensional 
de proteinas do cerebro humano esta mostrada na Figura 
Q7-1. Essas proteinas foram separadas com base no tama- 
nho em uma dimensao e carga eletrica (ponto isoeletrico) na 
outra. Nem todos os pontos proteicos em cada analise sao 
produtos de genes diferentes; alguns representam formas 
modificadas de uma protema que migrou para diferentes 
posigoes. Escolha alguns conjuntos de pontos que poderiam 
representar proteinas que diferem pelo numero de fosfatos 
que carregam. Explique a base para a sua selegao. 
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Figura Q7-1 Separagao 
bidimensional de protefnas 
do cerebro humano. As 
protefnas foram analisadas 
utilizando eletroforese em 
gel bidimensional. Somente 
uma pequena porgao do 
espectro de protefnas esta 
mostrada. (Cortesia de Tim 
Myers e Leigh Anderson, 
Large Scale Biology Corpo¬ 
ration.) 


7-6 Comparagoes dos padroes de mveis de mRNA em di- 
ferentes tipos celulares humanos mostram que o nivel de 
expressao de praticamente qualquer gene ativo e diferente. 
Os padroes de abundancia de mRNA sao tao caracteristi- 
cos do tipo celular que podem ser usados para determinar 
o tecido de origem das celulas cancerosas, mesmo que elas 
tenham sofrido metastase para diferentes partes do corpo. 
Por definigao, entretanto, as celulas cancerosas sao diferen¬ 
tes de suas celulas precursoras nao cancerosas. Como voce 
supoe, entao, que os padroes de expressao de mRNA pode- 
riam ser usados para determinar a fonte do tecido de um 
cancer humano? 

7-7 Quais sao os dois componentes fundamentals de um 
comutador genetico? 

7-8 O nucleo de uma celula eucariotica e muito maior do que 
uma bacteria e contem muito mais DNA. Como consequencia, 
um regulador transcricional em uma celula eucariotica precisa 
ser capaz de selecionar o seu sitio de ligagao especifico entre 
muitas sequencias nao relacionadas a mais do que um regula¬ 
dor de trascrigao em uma bacteria. Esse fato apresenta proble- 
mas especiais para a regulagao genica eucariotica? 

Considere a seguinte situagao. Assuma que o nucleo eu- 
cariotico e a celula bacteriana possuam cada uma unica copia 
de um mesmo sitio de ligagao ao DNA. Alem disso, assuma 
que o nucleo possua um volume 500 vezes maior do que uma 
bacteria e 500 vezes mais DNA. Se a concentragao de um regu¬ 
lador transcricional que se liga em um sitio fosse a mesma no 
nucleo e dentro de uma bacteria, esse regulador iria ocupar o 
seu sitio de ligagao dentro do nucleo eucariotico da mesma 
forma que o faz na bacteria? Explique a sua resposta. 

7-9 Alguns reguladores transcricionais se ligam ao DNA 
e fazem a dupla-helice se curvar em um angulo agudo. Tais 
“proteinas de curvatura” podem afetar a iniciagao da trans¬ 
crigao sem estabelecer contatos diretos com nenhuma outra 
proteina. Voce poderia conceber uma explicagao plausivel 
para como agem tais proteinas para modular a transcrigao? 
Desenhe um diagrama que ilustre a sua explicagao. 

7-10 Como e possivel que interagoes proteina-proteina, 
que sao muito fracas para promoverem a associagao de 
proteinas em solugao, possam fazer essas mesmas proteinas 
formarem complexos sobre o DNA? 

7-11 Imagine as duas situagoes mostradas na Figura Q7-2. 
Na celula 1, um sinal transitorio induz a sintese da proteina 
A, que e um ativador transitorio que liga muitos genes in- 
cluindo o seu proprio. Na celula 2, um sinal transitorio induz 
a sintese da proteina R, que e um repressor transcricional 
que desliga muitos genes incluindo o seu proprio. Em quais 
dessas situagoes, se em alguma, irao os descendentes da ce¬ 


lula original se “lembrar” de que a celula progenitora expe- 
rienciou o sinal transitorio? Explique seu raciocinio. 
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Figura Q7-2 Circuitos de regulagao genica e memoria celular. (A) Indugao da 
sintese do ativador transcricional A por um sinal transitorio. (B) Indugao da sinte¬ 
se do repressor transcricional R por um sinal transitorio. 


7-12 Examine os dois heredogramas mostrados na Figura 
Q7-3. Um deles e resultante da delegao de um gene autossomi- 
co materno com imprinting. O outro heredograma e resultante 
da delegao de um gene autossomico paterno com imprinting. 
Em ambos os heredogramas, os individuos afetados (simbolos 
vermelhos) sao heterozigotos para a delegao. Esses individuos 
sao afetados porque uma copia do cromossomo porta o gene 
inativo por imprinting , enquanto a outra porta a delegao do 
gene. Simbolos em amarelo indicam individuos que portam 
o locus deletado, mas nao apresentam um fenotipo mutante. 
Qual dos heredogramas e baseado em imprinting paterno e 
qual em imprinting materno? Explique a sua resposta. 
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Figura Q7-3 Heredogramas refletindo imprinting materno e paterno. 

Em um heredograma, o gene sofre imprinting paterno; no outro, sofre 
imprinting materno. Nas geragoes 3 e 4, somente um dos dois genitores e 
mostrado nos cruzamentos indicados; o outro genitor e um indivfduo normal 
de fora do heredograma. Os individuos afetados estao representados por c/r- 
culos vermelhos para femeas e quadrados vermelhos para machos. Simbolos 
amarelos com um ponto indicam individuos que portam a delegao, porem 
nao apresentam o fenotipo. 

7-13 Se voce inserir um gene da p-galactosidase que nao 
contenha sua propria regiao controladora da transcrigao em 
um agrupamento de genes de piRNA em Drosophila, voce 
descobrira que a expressao da p-galactosidase a partir de 
uma copia normal localizada em algum outro lugar do geno- 
ma sera fortemente inibida nas celulas germinativas da mos- 
ca. Se o gene da p-galactosidase inativo for inserido fora do 
agrupamento de genes de piRNA, o gene normal e expresso 
adequadamente. O que voce supoe ser a base para essa ob- 
servagao? Como voce testaria essa hipotese? 
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FORMAS DE TRABALHAR COM CELULAS 


Analisando celulas, moleculas 
e sistemas 


CAPITULO 

8 


O progresso na ciencia muitas vezes e decorrente de avangos na tecnologia. O amplo 
campo da biologia celular, por exemplo, surgiu quando artesaos opticos aprenderam a 
confeccionar pequenas lentes de qualidade suficientemente alta para observar celulas e 
suas subestruturas. Inovagoes na confecgao de lentes, em vez de qualquer avango con- 
ceitual ou filosofico, permitiram a Hooke e van Leeuwenhoek descobrir um mundo celu¬ 
lar jamais visto antes, onde pequenas criaturas giravam e rodopiavam em uma pequena 
goticula de agua (Figura 8-1). 

O seculo XXI e um momento particularmente estimulante para a biologia. Novos 
metodos para analisar celulas, protemas, DNA e RNA estao fornecendo uma explosao 
de informagoes e permitindo aos cientistas estudar celulas e suas macromoleculas com 
ferramentas nunca antes imaginadas. Agora temos acesso a sequencias de varios bilhoes 
de nucleotideos, fornecendo mapas moleculares completos de centenas de organismos 
- de microbios e sementes de mostarda ate vermes, moscas, camundongos, caes, chim- 
panzes e humanos. Novas tecnicas potentes estao nos auxiliando a decifrar essa infor- 
magao, permitindo nao somente que compilemos enormes catalogos detalhados de ge¬ 
nes e protemas, mas que iniciemos a compreender como esses componentes trabalham 
juntos para formar celulas e organismos funcionais. O objetivo de obter um completo 
entendimento do que acontece no interior de uma celula, enquanto ela responde ao seu 
meio e interage com suas vizinhas, ainda esta longe de ser alcangado. 

Neste capitulo, apresentamos alguns dos principais metodos utilizados para es¬ 
tudar as celulas e seus componentes moleculares. Consideraremos como separar as ce¬ 
lulas de diferentes tipos de tecidos, como fazer com que cresgam fora do corpo e como 
romper celulas e isolar suas organelas e constituintes macromoleculares na forma pura. 
Tambem apresentaremos as tecnicas utilizadas para determinar a estrutura, a fungao e 
as interagoes das protemas e discutiremos as descobertas marcantes na tecnologia do 
DNA que continuam a revolucionar nossa compreensao sobre a fungao das celulas. Ter- 
minaremos o capitulo com uma visao geral de algumas abordagens matematicas que 
estao nos ajudando a lidar com a enorme complexidade das celulas. Ao considerar as 
celulas como sistemas dinamicos com varias partes em movimento, as abordagens ma¬ 
tematicas podem revelar indicios de como os varios componentes celulares atuam em 
conjunto para produzir as qualidades especiais da vida. 

ISOLAMENTO DE CELULAS E SEU CRESCIMENTO EM 
CULTURA 

Embora as organelas e as moleculas grandes em uma celula possam ser visualizadas 
com microscopios, entender como esses componentes funcionam requer uma analise 
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(B) 

Figura 8-1 Vida microscopica. Uma 

amostra dos "diversos organismos mi- 
croscopicos" vistos porvan Leeuwenhoek 
utilizando seu microscopio simples. (A) 
Bacterias vistas no material que ele retirou 
de seus dentes. As bacterias vistas na fig. B 
foram descritas como "nadando primeiro 
para a frente e depois para tras" (1692). 

(B) A alga verde eucariotica Volvox (1700). 
(Cortesia de John Innes Foundation.) 


bioquimica detalhada. A maioria dos procedimentos bioquimicos requer que grandes 
quantidades de celulas sejam rompidas fisicamente para se ter acesso aos seus compo- 
nentes. Se a amostra e um pedago de tecido, composto por diferentes tipos de celulas, 
populates de celulas heterogeneas estarao misturadas. Para obter o maximo de infor- 
magoes possiveis sobre as celulas em um tecido, biologos desenvolveram maneiras para 
dissociar as celulas dos tecidos e separa-las de acordo com o tipo. Essas manipulagoes 
resultam em uma populagao relativamente homogenea de celulas que podem, entao, ser 
analisadas - diretamente ou, apos seu mimero ser bastante aumentado, pela prolifera- 
gao das celulas em cultura. 

Celulas podem ser isoladas a partir de tecidos 

Tecidos intactos fornecem a fonte de material mais realistica, uma vez que representam 
as celulas encontradas no corpo da maneira como realmente sao. O primeiro passo no 
isolamento de celulas individuais e romper a matriz extracelular e as jungoes entre as ce¬ 
lulas que as mantem unidas. Com esse proposito, um tecido normalmente e tratado com 
enzimas proteoliticas (como tripsina e colagenase) para digerir as protemas na matriz 
extracelular e com agentes (como acido etilenodiaminotetracetico, ou EDTA) que ligam, 
ou quelam, o Ca 2+ do qual a adesao entre as celulas depende. O tecido pode, entao, ser 
dissociado em celulas individuais por agitagao leve. 

Para algumas preparagoes bioquimicas, a protema de interesse pode ser obtida em 
quantidades suficientes sem que o tecido ou o orgao seja separado em tipos celulares. 
Exemplos incluem a preparagao das histonas a partir de timo de terneiro, actina a partir 
de musculo de coelhos ou tubulina a partir de cerebro de bovinos. Em outros casos, a 
obtengao da protema de interesse requer o enriquecimento de um tipo celular especifi- 
co. Varias abordagens sao utilizadas para separar os diferentes tipos celulares a partir de 
uma suspensao de mistura de celulas. Uma das tecnicas mais sofisticadas de separagao 
celular utiliza um anticorpo ligado a um corante fluorescente para marcar determinadas 
celulas. E escolhido um anticorpo que se liga especificamente a superficie de apenas um 
tipo de celula no tecido. As celulas marcadas podem ser separadas das nao marcadas 
em um separador de celulas ativado por fluorescencia. Nessa maquina extraordinaria, 
celulas individuais deslocam-se em uma fileira unica, em um fluxo preciso, atravessam 
um feixe de laser e sua fluorescencia e rapidamente medida. Um tubo vibrador gera pe- 
quenas goticulas, a maioria contendo uma ou nenhuma celula. As goticulas contendo 
uma unica celula sao carregadas automaticamente com uma carga positiva ou negativa 
no momento da formagao, dependendo de a celula que elas contem ser fluorescente; 
elas sao, entao, defletidas por um campo eletrico intenso para um deposito apropriado. 
Aglomerados ocasionais de celulas detectados pelo aumento do espalhamento de luz 
sao deixados sem carga e descartados em um deposito de residuos. Essas maquinas po¬ 
dem selecionar com acuidade 1 celula fluorescente entre 1.000 celulas nao marcadas e 
selecionar milhares de celulas a cada segundo (Figura 8-2). 

Celulas podem ser cultivadas em meio de cultura 

Embora moleculas possam ser extraidas a partir de tecidos inteiros, estes normalmente 
nao sao a fonte mais conveniente ou util de material. A complexidade dos tecidos e orgaos 
intactos e uma desvantagem inerente quando se tenta purificar determinadas moleculas. 
As celulas cultivadas em meio de cultura fornecem uma populagao mais homogenea de 
celulas das quais material pode ser extraido, sendo tambem muito mais apropriadas para 
se trabalhar no laboratorio. Dadas as condigoes favoraveis, a maioria das celulas vegetais e 
animais pode sobreviver, multiplicar-se e ate mesmo expressar propriedades diferenciadas 
em um frasco de cultura. As celulas podem ser observadas continuamente ao microscopio 
ou analisadas bioquimicamente, e os efeitos de adicionar ou remover moleculas especificas, 
como hormonios ou fatores de crescimento, podem ser estudados de forma sistematica. 

Experimentos realizados com celulas em cultura as vezes sao referidos como con- 
duzidos in vitro (literalmente, “dentro de vidro”), em contraste com experimentos que 
utilizam organismos intactos, os quais sao referidos como conduzidos in vivo (literalmen¬ 
te, “em organismos vivos”). Entretanto, esses termos podem ser confusos, pois frequente- 
mente sao utilizados em um sentido muito diferente pelos bioquimicos. Em laboratorios 
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Figura 8-2 Separador de celulas ati- 
vado por fluorescencia. Uma celula que 
passa pelo feixe de laser tem sua fluores¬ 
cencia medida. As goticulas contendo uma 
unica celula sao carregadas negativa ou 
positivamente, dependendo se a celula 
for fluorescente ou nao. Elas sao, entao, 
defletidas por urn campo eletrico para 
urn conjunto de tubos de acordo com a 
sua carga eletrica. Observe que a con- 
centragao de celulas deve ser ajustada de 
maneira que a maioria das goticulas nao 
contenha nenhuma celula e seja descarta- 
da em urn deposito de resfduos, junto com 
quaisquer aglomerados celulares. 


de bioqmmica, in vitro se refere as reagoes que ocorrem em um tubo de ensaio na ausen- 
cia de celulas vivas, enquanto in vivo se refere a qualquer reagao que ocorra dentro de 
uma celula viva, mesmo em celulas que estejam sendo cultivadas em um meio de cultura. 

A cultura de tecidos comegou em 1907 com um experimento designado para resol¬ 
ver uma controversia em neurobiologia. A hipotese sob investigagao era conhecida como 
doutrina do neuronio, que estabelecia que cada fibra nervosa era o produto de uma unica 
celula nervosa e nao o produto da fusao de varias celulas. Para testar essa controversia, pe- 
quenos pedagos da medula espinal foram colocados sobre fluidos de tecido coagulado em 
uma camara aquecida e umida, e observados em intervalos regulares ao microscopio. Apos 
um ou mais dias, celulas nervosas individuals puderam ser vistas estendendo longos e finos 
filamentos (axonios) para dentro do coagulo. Assim, a doutrina do neuronio recebeu um 
forte suporte, e os fundamentos para a revolugao da cultura de celulas foram assentados. 

Esses experiments originais com fibras nervosas utilizavam culturas de pequenos 
fragments de tecidos chamados de explantes. Atualmente, culturas sao mais comumente 
feitas a partir de suspensoes de celulas dissociadas a partir de tecidos. Diferentemente das 
bacterias, a maioria das celulas de tecidos nao esta adaptada para viver em suspensao no 
liquido e requer uma superficie solida sobre a qual pode crescer e se dividir. Para culturas 
de celulas, esse suporte geralmente e fornecido pela superficie de uma placa de cultura 
de plastico. Entretanto, as celulas variam nas suas necessidades, e varias nao crescem ou 
se diferenciam a nao ser que a placa de cultura esteja coberta com materials aos quais as 
celulas se aderem, como polilisina ou components da matriz extracelular. 

As culturas preparadas diretamente a partir dos tecidos de um organismo sao chama- 
das de culturas primarias. Elas podem ser feitas com ou sem uma etapa inicial de fraciona- 
mento para separar diferentes tipos de celulas. Na maioria dos casos, as celulas em cultu¬ 
ras primarias podem ser removidas da placa de cultura e recultivadas repetidamente, nas 
chamadas culturas secundarias; dessa maneira, elas podem ser subcultivadas ( J passagens ) 
repetidamente durante semanas ou meses. Tais celulas frequentemente apresentam varias 
das propriedades diferenciadas correspondents a sua origem (Figura 8-3): fibroblastos 
continuam a secretar colageno; celulas derivadas de musculo esqueletico embrionario 
fusionam-se para formar fibras musculares que se contraem espontaneamente na placa de 
cultura; celulas nervosas estendem axonios excitaveis eletricamente e fazem sinapses com 
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Figura 8-3 Micrografias opticas de celulas em cultura. (A) Fibroblastos de camun- 
dongo. (B) Mioblastos de galinha se fusionando para formar celulas musculares multi- 
nucleadas. (C) Celulas nervosas ganglionares de retina de rato purificadas. (D) Celulas 
do tabaco em cultura liquida. (A, cortesia de Daniel Zicha; B, cortesia de Rosalind Zalin; 
C, de A. Meyer-Franke et al., Neuron 15:805-819, 1995. Com permissao de Elsevier; D, 
cortesia de Gethin Roberts.) 
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outras celulas nervosas; e celulas epiteliais formam laminas extensivas com varias das pro- 
priedades de um epitelio intacto. Como essas propriedades sao mantidas em cultura, elas 
sao acessiveis para serem estudadas de uma maneira que muitas vezes nao e possivel nos 
tecidos intactos. 

A cultura de tecidos nao e limitada a celulas animais. Quando um pedago de tecido 
vegetal e cultivado em um meio esteril contendo nutrientes e reguladores de crescimen- 
to apropriados, varias das celulas sao estimuladas a proliferar indefinidamente de uma 
maneira desorganizada, produzindo uma massa de celulas relativamente nao diferen- 
ciadas chamada de calo. Se os nutrientes e reguladores de crescimento sao manipulados 
de forma cuidadosa, pode-se induzir a formagao de uma raiz e, entao, de meristemas 
apicais na raiz de dentro do calo, e em varias especies pode-se regenerar uma planta 
completa nova. Semelhantemente as celulas animais, culturas de calos podem ser meca- 
nicamente dissociadas em celulas unicas, que crescerao e se dividirao como uma cultura 
em suspensao (ver Figura 8-3D). 

Linhagens de celulas eucarioticas sao uma fonte amplamente 
utilizada de celulas homogeneas 

As culturas celulares obtidas pelo rompimento de tecidos tendem a sofrer de um problema 
- no final as celulas morrem. A maioria das celulas de vertebrados para de se dividir apos 
um numero finito de divisoes celulares em cultura, um processo chamado de senescencia 
celular replicativa (discutido no Capitulo 17). Os fibroblastos humanos normais, por exem- 
plo, normalmente se dividem somente 25 a 40 vezes em cultura antes de pararem. Nessas 
celulas, a capacidade de proliferagao limitada reflete um encurtamento e a perda progres¬ 
siva das extremidades dos telomeros das celulas, das sequencias repetitivas de DNA e das 
protemas associadas das extremidades de cada cromossomo (discutido no Capitulo 5). 
As celulas somaticas humanas no organismo desativaram a produgao da enzima, chamada 
de telomerase, que normalmente mantem os telomeros, por isso seus telomeros encurtam 
a cada divisao celular. Os fibroblastos humanos podem ser induzidos a proliferar indefini- 
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damente fornecendo um gene que codifica a subunidade catalitica da telomerase; nesse 
caso, eles podem ser propagados como uma linhagem celular “imortalizada” 

Entretanto, algumas celulas humanas nao sao imortalizadas por este procedimen- 
to. Embora seus telomeros permanegam longos, elas ainda param de se dividir apos um 
numero limitado de divisoes, pois as condigoes da cultura causam um esti'mulo mito- 
genico excessivo, que ativa um mecanismo protetor pouco conhecido (discutido no Ca- 
pitulo 17) que interrompe a divisao celular - um processo as vezes chamado de "cho- 
que de cultura”. Para imortalizar essas celulas, deve-se fazer mais do que introduzir a 
telomerase. Tambem deve-se inativar os mecanismos protetores, o que pode ser feito 
pela introdugao de certos oncogenes promotores de cancer (discutido no Capitulo 20). 
Diferentemente de celulas humanas, a maioria das celulas de roedores nao desliga a pro- 
dugao de telomerase e, assim, seus telomeros nao encurtam a cada divisao celular. Dessa 
forma, se o choque de cultura puder ser evitado, alguns tipos de celulas de roedores se 
dividirao de forma indefinida em cultura. Alem disso, celulas de roedores muitas vezes 
sofrem modificagoes geneticas espontaneas em cultura que inativam seus mecanismos 
de protegao, produzindo, dessa forma, linhagens de celulas imortalizadas. 

As linhagens celulares muitas vezes podem ser geradas com mais facilidade a 
partir de celulas cancerosas, mas essas culturas - referidas como linhagens celulares 
transformadas - diferem daquelas preparadas a partir de celulas normais de diferen- 
tes formas. Essas linhagens frequentemente crescem sem aderir a uma superficie, por 
exemplo, e podem proliferar para uma densidade muito mais alta em uma placa de cul¬ 
tura. Propriedades similares podem ser induzidas experimentalmente em celulas nor¬ 
mais, transformando-as com um virus ou quimicos indutores de tumores. As linhagens 
celulares transformadas resultantes normalmente podem causar tumores quando inje- 
tadas em um animal suscetivel. 

As linhagens celulares transformadas e as nao transformadas sao extremamente 
uteis na pesquisa celular como fonte de um grande numero de celulas de um tipo uni¬ 
forme, especialmente por poderem ser estocadas em nitrogenio liquido a -196°C por 
um periodo indefinido e manter sua viabilidade quando descongeladas. Entretanto, e 
importante ter em mente que as linhagens celulares quase sempre diferem de maneira 
importante de suas progenitoras normais nos tecidos de onde elas foram originadas. 

Algumas das linhagens celulares amplamente utilizadas estao listadas na Tabela 
8-1. Diferentes linhagens tern diferentes vantagens; por exemplo, as linhagens celulares 


nAlgumas das linhagens celulares comumente utilizadas 

Linhagem celular* Tipo e origem da celula 

3T3 

Fibroblasto (camundongo) 

BHK21 

Fibroblasto (hamster sirio) 

MDCK 

Celula epitelial (cao) 

HeLa 

Celula epitelial (humano) 

PtKI 

Celula epitelial (canguru rato) 

L6 

Mioblasto (rato) 

PCI 2 

Celula cromafim (rato) 

SP2 

Celula plasmatica (camundongo) 

COS 

Rim (macaco) 

293 

Rim (humano); transformada com adenovirus 

CHO 

Ovario (hamster chines) 

DT40 

Celula de linfoma para recombinagao direcionada eficiente (galinha) 

R1 

Celula-tronco embrionaria (camundongo) 

E14.1 

Celula-tronco embrionaria (camundongo) 

HI, H9 

Celula-tronco embrionaria (humano) 

S2 

Celula semelhante a macrofago ( Drosophila ) 

BY2 

Celula meristematica indiferenciada (tabaco) 


*Varias dessas linhagens celulares derivaram de tumores. Todas sao capazes de se replicar indefinidamente em 
cultura e expressam pelo menos algumas das caracteristicas especiais das suas celulas de origem. 
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epiteliais PtK derivadas do rato-canguru, diferentemente de outros tipos de linhagens 
celulares, permanecem achatadas durante a mitose, permitindo que o aparato mitotico 
seja prontamente observado em agao. 


Figura 8-4 Produgao de celulas hfbri- 
das. E possivel fusionar uma celula com 
outra para formar um heterocarionte, 
uma celula combinada com dois nucleos 
separados. Normalmente, uma suspen- 
sao de celulas e tratada com certos virus 
inativados ou com polietilenoglicol, que 
alteram as membranas plasmaticas das 
celulas para induzirsua fusao. Finalmen- 
te, um heterocarionte entra em mitose 
e produz uma celula hibrida na qual os 
dois envelopes nucleares separados foram 
desestruturados, permitindo que todos os 
cromossomos sejam combinados em um 
unico grande nucleo. Tais celulas hibridas 
podem originar linhagens celulares hibri- 
das imortais. Se uma das celulas parentais 
for uma linhagem celular tumoral, a celula 
hfbrida e chamada de hibridoma. 


Linhagens celulares de hibridomas sao fabricas que produzem 
anticorpos monoclonais 

Como vimos neste livro, anticorpos sao ferramentas particularmente uteis para a biologia 
celular. A sua grande especificidade permite a visualizagao precisa de proteinas selecio- 
nadas entre as milhares que cada celula produz normalmente. Os anticorpos frequente- 
mente sao produzidos por inoculagao de animais com a protema de interesse e isolamento 
subsequente de anticorpos especificos para aquela protema a partir do soro do animal. 
Entretanto, apenas quantidades limitadas de anticorpos podem ser obtidas de um unico 
animal inoculado, e os anticorpos produzidos serao uma mistura heterogenea de anticor¬ 
pos que reconhecem uma variedade de sitios antigenicos diferentes em uma macromole- 
cula que difere de animal para animal. Alem disso, os anticorpos especificos para o anti- 
geno constituirao apenas uma fragao dos anticorpos encontrados no soro. Uma tecnologia 
alternativa, que permite a produgao de uma quantidade ilimitada de anticorpos identicos 
e que aumenta muito a especificidade e conveniencia dos metodos com base em anticor¬ 
pos, e a produgao de anticorpos monoclonais por linhagens celulares de hibridomas. 

Essa tecnologia, desenvolvida em 1975, revolucionou a produgao de anticorpos, per¬ 
mitindo sua utilizagao como ferramentas na biologia celular, assim como no diagnostico e 
no tratamento de certas doengas, incluindo artrite reumatoide e cancer. O procedimento 
requer a tecnologia da celula hibrida (Figura 8-4) e envolve a propagagao de um clone de 
celulas de um unico linfocito B secretor de anticorpos para obter uma preparagao homo- 
genea de anticorpos em grandes quantidades. Os linfocitos B normalmente tern um tempo 
de vida limitado em cultura, mas os linfocitos B individuais produtores de anticorpos de 
camundongos imunizados, quando fusionados com celulas derivadas de uma linhagem 
celular de linfocitos B transformados, podem dar origem a hibridos que tern tanto habi- 
lidade de sintetizar um anticorpo especifico como a habilidade de se multiplicar indefi- 
nidamente em cultura. Esses hibridomas sao propagados como clones individuais, cada 
um fornecendo uma fonte permanente e estavel de um unico tipo de anticorpo mono¬ 
clonal. Cada tipo de anticorpo monoclonal reconhece um tipo unico de sitio antigenico 
- por exemplo, um determinado grupo de cadeias laterais de cinco ou seis aminoacidos na 
superficie de uma protema. Sua especificidade uniforme torna os anticorpos monoclonais 
muito mais uteis do que o antissoro convencional para muitos propositos. 

Uma vantagem importante da tecnica do hibridoma e que os anticorpos mono¬ 
clonais podem ser obtidos para moleculas que constituem apenas um componente mi- 
noritario de uma mistura complexa. Em um antissoro comum feito contra tal mistura, a 
proporgao de moleculas de anticorpo que reconhece o componente minoritario e muito 
pequena para ser util. Contudo, se os linfocitos B que produzem os varios componentes 
desse antissoro sao convertidos em hibridomas, torna-se possivel rastrear clones de hi¬ 
bridomas individuais a partir de uma grande mistura, para selecionar um que produza o 
anticorpo monoclonal do tipo desejado e propagar o hibridoma selecionado indefinida- 
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mente de maneira a produzir aquele anticorpo em quantidades ilimitadas. Dessa forma, 
em principio, um anticorpo monoclonal pode ser produzido contra qualquer protema 
em uma amostra biologica. Uma vez que um anticorpo foi produzido, ele pode ser utili- 
zado para localizar uma protema em celulas e tecidos, para seguir seu movimento e para 
purificar a protema com o objetivo de estudar sua estrutura e fungao. 

Resumo 

Os tecidos podem ser dissociados em suas celulas componentes, das quais tipos individuais 
de celulas podem ser purificados e utilizados para analise bioquimica ou para o estabele- 
cimento de culturas de celulas. Varias celulas animais e vegetais sobrevivem e proliferam 
em uma placa de cultura se forem providas com um meio de cultura adequado conten- 
do nutrientes e moleculas sinalizadoras apropriadas. Embora a maioria das celulas ani¬ 
mais pare de se dividir apos um numero finito de divisoes celulares, as celulas queforam 
imortalizadas por mutaqoes espontaneas ou manipulagao genetica podem ser mantidas 
indefinidamente como linhagens celulares. As celulas de hibridomas sao amplamente uti- 
lizadas para produzir quantidades ilimitadas de anticorpos monoclonais homogeneos , 
utilizados para detectar e purificar protemas celulares , assim como no diagnostico e no 
tratamento de doengas. 

PURIFICACAO DE PROTEINAS 

O desafio de isolar um unico tipo de protema a partir de milhares de outras protemas 
presentes em uma celula e formidavel, mas deve ser vencido para permitir o estudo da 
fungao das protemas in vitro. Como veremos mais adiante neste capitulo, a tecnologia do 
DNA recombinante pode simplificar muito a tarefa de "enganar” as celulas para a pro- 
dugao de grandes quantidades de uma certa protema, tornando sua purificagao muito 
mais facil. Independentemente de a fonte da protema ser uma celula modificada ou um 
tecido normal, o procedimento de purificagao normalmente inicia com o fracionamento 
subcelular para reduzir a complexidade do material, sendo, entao, seguido por etapas de 
purificagao com especificidade crescente. 

Celulas podem ser divididas em seus componentes 

Para purificar uma protema, ela precisa primeiro ser extraida da celula. As celulas po¬ 
dem ser rompidas de varias maneiras: podem ser submetidas ao choque osmotico ou a 
vibragao ultrassonica, forgadas a atravessar um pequeno orificio ou maceradas em um 
processador. Esses procedimentos rompem varias das membranas da celula (incluindo a 
membrana plasmatica e o reticulo endoplasmatico) em fragmentos que imediatamente 
se unem para formar pequenas vesiculas fechadas. Se aplicados com cuidado, entretan- 
to, os procedimentos de ruptura deixam organelas como o nucleo, a mitocondria, o apa- 
relho de Golgi, os lisossomos e os peroxissomos intactos. A suspensao de celulas e, desse 
modo, reduzida a um caldo grosso (chamado de homogenato ou extrato) que contem 
uma variedade de organelas envolvidas por membranas, cada qual com tamanho, carga 
e densidade distintas. Uma vez que o meio de homogenizagao tenha sido escolhido com 
cuidado (por tentativa e erro para cada organela), os varios componentes - incluindo as 
vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico, chamadas de microssomos - retem a 
maioria das suas propriedades bioquimicas originais. 

Os diferentes componentes do homogenato devem, entao, ser separados. Tais fra- 
cionamentos celulares tornaram-se possiveis somente apos o desenvolvimento comer- 
cial, no inicio dos anos de 1940, de um instrumento chamado de ultracentnfuga prepa- 
rativa, que centrifuga extratos de celulas rompidas em altas velocidades (Figura 8-5). 
Esse tratamento separa os componentes celulares por tamanho e densidade: em geral, 
os objetos maiores experimentam as forgas centrifugas maiores e se movem mais rapi- 
damente. A uma velocidade relativamente baixa, componentes grandes, como nucleos, 
depositam-se no fundo do tubo da centrifuga; a uma velocidade levemente mais alta, um 
sedimento de mitocondrias e depositado; a velocidades ainda mais alta e com periodos 
mais longos de centrifugagao, primeiro as vesiculas pequenas fechadas e depois os ri- 
bossomos podem ser coletados (Figura 8-6). Todas essas fragoes sao impuras, mas va- 
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Figura 8-5 Ultracentrifuga preparativa. (A) A amostra e colocada em tubos que sao colocados em urn anel 
de orificios cilindricos angulados em urn rotor de metal. A rapida rotagao do rotor gera forgas centrifugas enor- 
mes, que fazem as particulas na amostra sedimentarem contra a lateral do fundo dos tubos de amostras, como 
mostrado. 0 vacuo reduz a fricgao, prevenindo o aquecimento do rotor e permitindo a refrigeragao do sistema 
para manter a amostra a 4°C. (B) Alguns metodos de fracionamento requerem urn tipo diferente de rotor, cha- 
mado de rotor movel (swinging-bucket). Nesse caso, os tubos de amostra sao colocados em tubos de metal com 
dobradigas que permitem que os tubos se movimentem quando o rotor girar. Dessa forma, os tubos de amostra 
ficam na horizontal durante a centrifugagao e as amostras sao sedimentadas de encontro ao fundo do tubo, 
e nao nas laterals do tubo, permitindo uma melhor separagao de componentes com tamanhos diferentes 
(ver Figuras 8-6 e 8-7). 


rios contaminantes podem ser removidos ressuspendendo-se o sedimento e repetindo- 
-se o procedimento de centrifugagao varias vezes. 

A centrifugagao e a primeira etapa na maioria dos fracionamentos, porem ela se- 
para apenas os componentes que diferem muito em tamanho. Um grau mais refinado de 
separagao pode ser alcangado colocando-se o homogenato, de maneira que forme uma 
fina camada, no topo de uma solugao salina em um tubo de centrifuga. Quando centrifu- 
gados, os varios componentes na mistura movem-se como uma serie de bandas distintas 
pela solugao, cada uma em uma velocidade diferente, em um processo chamado de se- 
dimentagdo por velocidade (Figura 8-7A). Para que o procedimento funcione de forma 
efetiva, e preciso evitar que as fragoes se misturem por convecgao, o que normalmente 
ocorre quando uma solugao mais densa (p. ex., uma solugao contendo organelas) e co¬ 
locada no topo de uma solugao menos densa (uma solugao salina). Isso e conseguido 
preenchendo-se o tubo de centrifuga com um gradiente de sacarose preparado por um 
misturador especial. O gradiente de densidade resultante - com a parte mais densa no 
fundo do tubo - mantem cada regiao da solugao mais densa do que qualquer solugao 
acima dela, prevenindo, dessa forma, que uma mistura por convecgao distorga a sepa¬ 
ragao. 

Quando sedimentados por gradientes de sacarose, os diferentes componentes ce- 
lulares separam-se em bandas distintas que podem ser coletadas individualmente. A ve¬ 
locidade relativa na qual cada componente sedimenta depende principalmente do seu 
tamanho e forma - normalmente sendo descrita em termos de coeficiente de sedimen¬ 
tagao, ou valor S. As centrifugas atuais giram a velocidades de ate 80.000 rpm e produzem 
forgas tao altas quanto 500 mil vezes a gravidade. Essa enorme forga induz ate mesmo 
moleculas pequenas, como moleculas de RNA transportador (tRNA) e simples enzimas, 
a sedimentar a uma velocidade apreciavel, e permite que essas moleculas sejam separa- 
das umas das outras pelo tamanho. 


Figura 8-6 Fracionamento celular por centrifugagao. A centrifugagao repetida a 
velocidades progressivamente mais altas fracionara homogenatos de celulas em seus 
componentes. Em geral, quanto menor o componente subcelular, maior e a forga centrf- 
fuga necessaria para sedimenta-lo. Valores tipicos para as varias etapas de centrifugagao 
referidos na figura sao: 

Velocidade baixa: 1.000 vezes a gravidade por 10 minutos. 

Velocidade media: 20.000 vezes a gravidade por 20 minutos. 

Velocidade alta: 80.000 vezes a gravidade por 1 hora. 

Velocidade muito alta: 150.000 vezes a gravidade por 3 horas. 
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Figura 8-7 Comparagao entre sedi¬ 
mentagao por velocidade e por equilf- 
brio. (A) Na sedimentagao por velocidade, 
os componentes subcelulares sedimentam 
a velocidades diferentes, de acordo com 
seu tamanho e forma, quando colocados 
sobre uma solugao contendo sacarose. 

Para estabilizar as bandas de sedimenta¬ 
gao, contra uma mistura por convecgao 
causada pelas pequenas diferengas na 
temperatura ou na concentragao do solu- 
to, o tubo contem urn gradiente contfnuo 
de sacarose que aumenta de concentragao 
em diregao ao fundo do tubo (normal- 
mente de 5 a 20% de sacarose). Apos a 
centrifugagao, os diferentes componentes 
podem ser coletados de forma individual, 
simplesmente perfurando o tubo plastico 
de centrifuga com uma agulha e coletan- 
do-se as gotas do fundo, como ilustrado 
aqui. (B) Na sedimentagao por equilibrio, 
os componentes subcelulares movem-se 
para cima e para baixo, quando centrifu- 
gados em urn gradiente, ate alcangarem 
uma posigao onde sua densidade se iguala 
a do meio. Embora urn gradiente de saca¬ 
rose seja mostrado aqui, gradientes mais 
densos, que sao muito uteis para separar 
proteinas e acidos nucleicos, podem ser 
formados com cloreto de cesio. As bandas 
resultantes, em equilibrio, podem ser cole- 
tadas como em (A). 



A ultracentrifuga tambem e utilizada para separar componentes celulares com 
base em sua densidade de flutuagao, independentemente de seu tamanho e forma. 
Nesse caso, a amostra e sedimentada por um gradiente de densidade que contem uma 
concentragao muito alta de sacarose ou de cloreto de cesio. Cada componente celular 
comega a descer pelo gradiente, como na Figura 8-7A, mas finalmente alcanga uma po¬ 
sigao em que a densidade da solugao e igual a sua propria densidade. Nesse ponto, o 
componente flutua e nao pode mais se mover adiante. Uma serie de bandas distintas e, 
entao, produzida no tubo de centrifuga, com as bandas mais proximas do fundo do tubo 
contendo componentes de maior densidade de flutuagao (Figura 8-7B). Esse metodo, 
chamado de sedimentagao por equilibrio, e tao sensivel que e capaz de separar macro- 
moleculas que incorporaram isotopos pesados, como 13 C ou 15 N, das mesmas moleculas 
que contem isotopos comuns mais leves ( 12 C ou 14 N). De fato, o metodo de cloreto de 
cesio foi desenvolvido, em 1957, para separar o DNA marcado do nao marcado apos a 
exposigao de uma populagao de bacterias em crescimento a nucleotideos precursores 
contendo 15 N; esse experimento classico proporcionou a evidencia direta para a replica- 
gao semiconservativa do DNA (ver Figura 5-5). 

Extratos de celulas fornecem sistemas acessfveis para o estudo da 
fungao celular 

O estudo de organelas e outros componentes subcelulares grandes isolados na ultracentri- 
fuga contribuiu muito para o nosso entendimento da fungao dos diferentes componentes 
celulares. Os experimentos com mitocondrias e cloroplastos purificados por centrifugagao, 
por exemplo, demonstraram a fungao central dessas organelas de converter energia em for¬ 
mas que a celula possa utilizar. Similarmente, vesiculas soltas, formadas a partir de fragmen- 
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tos dos reticulos endoplasmaticos rugoso e liso (microssomos), tem sido separadas umas 
das outras e analisadas como modelos funcionais desses compartimentos da celula intacta. 

Similarmente, extratos celulares muito concentrados, especialmente extratos de 
oocitos de Xenopus laevis (ra africana), tem tido um papel critico no estudo de processos 
muito complexos e organizados como o ciclo de divisao celular, a separagao dos cromos- 
somos no fuso mitotico e as etapas de transporte vesicular envolvidas no movimento de 
proteinas do reticulo endoplasmatico pelo aparelho de Golgi ate a membrana plasmatica. 

Os extratos celulares tambem fornecem, em principio, o material inicial para a 
separagao completa de todos os componentes macromoleculares individual da celula. 
Agora consideramos como essa separagao e alcangada, dando enfoque as proteinas. 

Proteinas podem ser separadas por cromatografia 

As proteinas frequentemente sao fracionadas por cromatografia em colunas, na qual 
uma mistura de proteinas em solugao e passada atraves de uma coluna contendo uma 
matriz solida porosa. Diferentes proteinas sao retardadas distintamente pela sua inte- 
ragao com a matriz, e podem ser coletadas separadamente a medida que emergem na 
parte inferior da coluna (Figura 8-8). Dependendo da escolha da matriz, as proteinas 
podem ser separadas de acordo com sua carga ( cromatografia de troca idnica), sua hi- 
drofobicidade ( cromatografia hidrofobica ), seu tamanho ( cromatografia de filtragao em 
gel ) ou sua habilidade de se ligar a pequenas moleculas em particular ou a outras macro- 
moleculas ( cromatografia de afinidade). 

Varios tipos de matrizes estao dispomveis. Colunas de troca ionica (Figura 8-9A) 
sao empacotadas com pequenas esferas que carregam uma carga positiva ou uma carga 
negativa, de maneira que as proteinas sao fracionadas de acordo com o arranjo das car- 
gas na sua superficie. As colunas hidrofobicas sao empacotadas com esferas das quais 
as cadeias laterais hidrofobicas se projetam, retardando de forma seletiva proteinas com 
regioes hidrofobicas expostas. As colunas de filtragao em gel (Figura 8-9B), que separam 
as proteinas de acordo com o seu tamanho, sao empacotadas com esferas porosas mfi- 
mas: moleculas que sao suficientemente pequenas para entrar nos poros arrastam-se 
lentamente por dentro de sucessivas esferas a medida que descem pela coluna, enquan- 
to moleculas maiores permanecem em solugao movendo-se entre as esferas e, dessa 
maneira, movendo-se mais rapido e emergindo da coluna primeiro. Alem de constituir 


CROMATOGRAFIA EM COLUNAS 


Figura 8-8 Separagao de moleculas por 
cromatografia em colunas. A amostra, 
uma solugao contendo uma mistura de 
diferentes moleculas, e aplicada no topo 
de uma coluna cilindrica de vidro ou 
plastico preenchida por uma matriz solida 
permeavel, como celulose. Uma quantida- 
de grande de solvente e, entao, passada 
lentamente atraves da coluna e coletada 
em tubos separados a medida que emerge 
na parte inferior da coluna. Como varios 
componentes da amostra passam pela 
coluna em diferentes velocidades, eles sao 
fracionados em diferentes tubos. 
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um metodo de separagao de moleculas, a cromatografia por filtragao em gel e um meio 
conveniente para estimar seu tamanho. 

A cromatografia de afinidade (Figura 8-9C) aproveita as interagoes de ligagoes bio- 
logicamente importantes que ocorrem na superficie das proteinas. Se uma molecula de 
substrato e covalentemente ligada a uma matriz inerte como uma esfera de polissacarideo, 
a enzima que liga este substrato sera retida especificamente pela matriz e pode, em tal caso, 
ser eluida (lavada) proximo a sua forma pura. Do mesmo modo, oligonucleotideos peque- 
nos de DNA de uma sequencia especificamente desenhada podem ser imobilizados dessa 
maneira e utilizados para purificar proteinas que se ligam ao DNA, as quais normalmente 
reconhecem essa sequencia de nucleotideos nos cromossomos. Alternativamente, anticor- 
pos especificos podem ser acoplados a matriz para purificar moleculas proteicas reconhe- 
cidas pelos anticorpos. Pela alta especificidade de todas essas colunas de afinidade, purifi- 
cagoes de 1.000 a 10.000 vezes, as vezes podem ser alcangadas em um unico passo. 

Se iniciarmos com uma mistura complexa de proteinas, uma unica passagem 
por uma coluna de troca ionica ou de filtragao em gel nao produzira fragoes muito pu- 
rificadas, uma vez que estes metodos nao aumentam individualmente a proporgao de 
determinada protema na mistura em mais de 20 vezes. Como a maioria das proteinas 
individual representa menos de 1/1.000 das proteinas celulares totais, normalmente e 
necessario utilizar varios tipos diferentes de colunas em sucessao para alcangar uma pu- 
reza suficiente, sendo a cromatografia de afinidade a mais eficiente (Figura 8-10). 

A nao homogenidade nas matrizes (como a celulose), que propicia um fluxo ir¬ 
regular do solvente atraves da coluna, limita a resolugao da coluna de cromatografia 
convencional. Resinas cromatograficas especiais (normalmente com base em silica) 
compostas de esferas mfimas (3 a 10 |jim de diametro) podem ser empacotadas com um 
aparelho especial para formar uma coluna uniforme. Tais colunas de cromatografia li- 
quida de alto desempenho (HPLC, high-performance liquid chromatography) possuem 
um alto grau de resolugao. Na HPLC, os solutos se equilibram rapidamente com o in¬ 
terior das pequenas esferas, e assim, solutos com diferentes afinidades pela matriz sao 
separados de maneira eficiente uns dos outros mesmo a fluxos muito rapidos. HPLC e, 
portanto, o metodo de escolha para separar varias proteinas e pequenas moleculas. 

A imunoprecipitagao e um metodo rapido de purificagao por 
afinidade 

A imunoprecipitagao e uma variagao util do tema sobre cromatografia de afinidade. 
Os anticorpos especificos que reconhecem a protema a ser purificada estao ligados a 
pequenas esferas de agarose. Em vez de serem empacotadas em uma coluna, como na 
cromatografia de afinidade, uma pequena quantidade de esferas cobertas com o anti- 
corpo e simplesmente adicionada a um extrato proteico em um tubo de ensaio e mistu- 
rada por um curto periodo de tempo, permitindo, assim, que os anticorpos se liguem a 
protema desejada. As esferas sao, entao, coletadas por centrifugagao a baixa velocidade e 
as proteinas nao ligadas presentes no sobrenadante sao descartadas. Esse metodo e nor¬ 
malmente utilizado para purificar pequenas quantidades de enzimas a partir de extratos 
celulares para analise da atividade enzimatica ou para estudos de proteinas associadas. 


Figura 8-9 Tres tipos de matrizes 
utilizadas para cromatografia. (A) Na 

cromatografia de troca ionica, a matriz 
insoluvel possui cargas ionicas que retar- 
dam o movimento das moleculas de carga 
oposta. As matrizes utilizadas para separar 
proteinas incluem dietilaminoetilcelulose 
(DEAE-celulose), que e carregada positiva¬ 
mente, e carboximetilcelulose (CM-celu- 
lose) e fosfocelulose, que sao carregadas 
negativamente. As matrizes analogas com 
base em agarose ou em outros polimeros 
tambem sao utilizadas com frequencia. 

A forga da associagao entre as moleculas 
dissolvidas e a matriz para troca ionica 
depende tanto da forga ionica quanto do 
pH da solugao que esta passando pela 
coluna, que pode, portanto, servariada 
sistematicamente (como na Figura 8-10) 
para alcangar uma separagao efetiva. 

(B) Na cromatografia de filtragao em gel, 
as pequenas esferas que formam a matriz 
sao inertes, mas porosas. As moleculas 
que sao suficientemente pequenas para 
penetrar as esferas da matriz retardam 
e se deslocam mais lentamente atraves 
da coluna do que moleculas maiores que 
nao podem penetrar. As esferas de polis- 
sacarideos com ligagao cruzada (dextran, 
agarose ou acrilamida) estao disponfveis 
comercialmente em uma ampla variedade 
de tamanho de poros, sendo adequadas 
para o fracionamento de moleculas de va¬ 
rias massas moleculares, a partir de menos 
de 500 daltons ate mais de 5 x 10 6 dal- 
tons. (C) A cromatografia de afinidade uti- 
liza uma matriz insoluvel covalentemente 
ligada a um ligante especffico, como uma 
molecula de anticorpo ou um substrato de 
uma enzima, que ligara uma proteina es- 
pecifica. As moleculas de enzimas que se 
ligam a substratos imobilizados em tais co¬ 
lunas podem ser eluidas com uma solugao 
concentrada da forma livre da molecula 
do substrato, enquanto moleculas que se 
ligam a anticorpos imobilizados podem ser 
eluidas dissociando-se o complexo antige- 
no-anticorpo com solugoes concentradas 
de sais ou solugoes com pH alto ou baixo. 
Altos graus de purificagao sao frequen- 
temente alcangados em uma unica etapa 
com uma coluna de afinidade. 
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Figura 8-10 Purificagao de protemas 
por cromatografia. Resultados tfpicos 
obtidos quando tres etapas cromatogra- 
ficas diferentes sao utilizadas em suces- 
sao para purificar uma protefna. Neste 
exemplo, um homogenato de celulas foi 
inicialmente fracionado permitindo-se 
sua passagem por uma resina de troca 
ionica empacotada em uma coluna (A). 

A coluna foi lavada para remover todos os 
contaminantes nao ligados, e as protefnas 
ligadas foram, entao, eluidas aplicando-se 
uma solugao, contendo uma concentragao 
de sal que aumenta gradualmente, no 
topo da coluna. As protefnas com menor 
afinidade pela resina de troca ionica pas- 
saram diretamente pela coluna e foram 
coletadas nas primeiras fragoes eluidas na 
parte inferior da coluna. As protefnas re- 
manescentes foram eluidas em sequencia, 
de acordo com sua afinidade pela resina 
- aquelas protefnas que se ligam mais 
fortemente a resina requerendo con- 
centragoes mais altas de sal para serem 
removidas. A protefna de interesse foi 
elufda em varias fragoes e detectada pela 
sua atividade enzimatica. As fragoes com 
atividade foram selecionadas e, entao, 
aplicadas em uma coluna de filtragao em 
gel (B). A posigao de eluigao da protefna 
ainda impura foi determinada novamente 
pela sua atividade enzimatica, e as fragoes 
ativas foram selecionadas e purificadas a 
homogenidade em uma coluna de afinida¬ 
de (C) que continha o substrato da enzima 
imobilizado. 
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Purificagao rapida da protefna marcada 
e quaisquer protefnas associadas 

Figura 8-11 Marcagao de epitopos 
para purificagao de protefnas. Utili- 
zando tecnicas de engenharia genetica 
convencionais, um marcador peptfdico 
curto pode ser adicionado a uma protefna 
de interesse. Caso o proprio marcador 
seja um determinante antigenico, ou ep/'- 
topo, ele pode ser alvo de um anticorpo 
apropriado, que pode ser utilizado para 
purificar a protefna por imunuprecipitagao 
ou cromatografia de afinidade. 


Marcadores produzidos por engenharia genetica fornecem uma 
maneira facil de purificar protefnas 

Pela utilizagao dos metodos de DNA recombinante discutidos nas segoes subsequentes, 
qualquer gene pode ser modificado para produzir sua protefna com um marcador de 
reconhecimento especial ligado a ele, para fazer a subsequente purificagao da protefna 
de forma simples e rapida. Muitas vezes o proprio marcador de reconhecimento e um 
determinante antigenico, ou epitopo, que pode ser reconhecido por um anticorpo muito 
especffico. O anticorpo pode, entao, ser utilizado para purificar a protefna por cromato¬ 
grafia de afinidade ou imunoprecipitagao (Figura 8-11). Outros tipos de marcadores sao 
especialmente projetados para purificagao de protemas. Por exemplo, uma sequencia 
repetida de aminoacido histidina se liga a certos ions de metal, incluindo nfquel e cobre. 
Se tecnicas de engenharia genetica sao utilizadas para ligar uma cauda curta de histidi- 
nas em uma extremidade da protefna, a protefna levemente modificada pode ser retida 
seletivamente em uma coluna de afinidade contendo ions de nfquel imobilizados. A cro¬ 
matografia de afinidade por metal pode, desse modo, ser utilizada para purificar essa 
protefna modificada a partir de uma mistura molecular complexa. 

Em outros casos, uma protefna inteira e utilizada como marcador de reconhecimen¬ 
to. Quando celulas sao modificadas para sintetizar a pequena enzima glutationa-S-trans- 
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ferase (GST) ligada a uma protema de interesse, a protema de fusao resultante pode ser 
purificada a partir de outros conteudos da celula com uma coluna de afinidade contendo 
glutationa, uma molecula de substrato que se liga especificamente e de modo forte a GST. 

Como um refinamento adicional dos metodos de purificagao que utilizam marca- 
dores de reconhecimento, uma sequencia de aminoacidos que forma um sitio de cliva- 
gem para uma enzima proteolitica altamente especifica pode ser inserida entre a pro¬ 
tema de escolha e o marcador de reconhecimento. Como as sequencias de aminoacidos 
no sitio de clivagem raramente sao encontradas por acaso nas protemas, o marcador 
pode ser removido mais tarde sem destruir a protema purificada. 

Esse tipo de clivagem especifica e utilizado em uma metodologia de purificagao 
especialmente potente conhecida como marcagao para purificagao por afinidade em 
sequencia (TAP-tagging, de tandem affinity purification tagging). Aqui, uma extremidade 
da protema e modificada para conter dois marcadores de reconhecimento separados por 
um sitio de clivagem de protease. O marcador da extremidade do construto e escolhido 
para se ligar de forma irreversivel a uma coluna de afinidade, permitindo que a coluna 
seja lavada extensivamente para remover todas as protemas contaminantes. A clivagem 
por protease libera a protema, que, entao, e purificada usando o segundo marcador. 
Como essa estrategia de duas etapas fornece um grau especialmente alto de purificagao 
com um esforgo relativamente pequeno, ela e muito utilizada em biologia celular. Assim, 
por exemplo, um grupo de aproximadamente 6 mil cepas de leveduras, cada uma com 
um gene diferente fusionado ao DNA que codifica um TAP-tag, foi construido para per- 
mitir que qualquer protema de levedura seja purificada rapidamente. 

Sistemas purificados livres de celulas sao necessarios a dissecagao 
precisa das fungoes moleculares 

Os sistemas purificados livres de celulas fornecem um meio para estudar processos biolo- 
gicos livres de todas as reagoes complexas que ocorrem em uma celula viva. Para tornar isso 
possivel, homogenatos de celulas sao fracionados com a finalidade de purificar cada uma 
das macromoleculas individuals necessarias para catalisar o processo biologico de interesse. 
Por exemplo, os experimentos para decifrar o mecanismo de smtese proteica iniciaram com 
um homogenato de celulas que podia traduzir moleculas de RNA para produzir protemas. 
O fracionamento desse homogenato, etapa por etapa, produziu, por sua vez, os ribossomos, 
os tRNAs e varias enzimas que juntas constituem a maquinaria de smtese proteica. Uma vez 
que os componentes individuals puros estao disponiveis, cada um pode ser adicionado ou 
retirado individualmente para definir seu papel exato no processo como um to do. 

O principal objetivo dos biologos celulares e a reconstituigao de cada processo 
biologico em um sistema livre de celulas purificado. Apenas dessa maneira todos os 
componentes necessarios para o processo podem ser definidos e pode-se controlar suas 
concentragoes, o que e necessario para descobrir seus mecanismos de agao precisos. 
Embora muito ainda precise ser feito, uma grande parte do que conhecemos atualmente 
sobre a biologia molecular das celulas foi descoberta por estudos em tais sistemas li¬ 
vres de celulas. Esses sistemas tern sido utilizados, por exemplo, para decifrar os deta- 
lhes moleculares da replicagao do DNA e da transcrigao do DNA, do splicing do RNA, da 
tradugao de protemas, da contragao muscular, do transporte de particulas ao longo dos 
microtubulos e de varios outros processos que ocorrem nas celulas. 

Resumo 

As populagoes de celulas podem ser analisadas bioquimicamente rompendo-as e fracionan- 
do seu conteudo, permitindo que sistemas funcionais livres de celulas sejam desenvolvidos. 
Os sistemas purificados livres de celulas sao necessarios para determinar os detalhes mole¬ 
culares de processos celulares complexos, e o desenvolvimento de tais sistemas requer uma 
purificagao extensiva de todas as protemas e outros componentes envolvidos. As protemas nos 
extratos celulares soluveis podem ser purificadas por colunas de cromatografia ; dependendo 
do tipo de matriz da coluna, protemas biologicamente ativas podem ser separadas com base 
em sua massa molecular, hidrofobicidade, caracteristicas de carga ou afinidade por outras 
moleculas. Em uma purificagao tipica, a amostra e passada por varias colunas diferentes em 
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sequencia - as fragdes enriquecidas obtidas de uma coluna sao aplicadas na proxima. Tecni- 
cas deDNA recombinante (descritas mais adiante), permitem que marcadores de reconheci- 
mento especiais sejam ligados a proteinas , simpliflcando bastante sua purificagao. 

anAlise de proteinas 

As proteinas realizam a maioria dos processos celulares: elas catalisam reagoes meta- 
bolicas, utilizam a hidrolise de nucleotideos para realizar o trabalho mecanico e servem 
como elementos estruturais majoritarios das celulas. Uma grande variedade de estrutu- 
ras e fungoes proteicas estimulou o desenvolvimento de um grande numero de tecnicas 
para estuda-las. 

As proteinas podem ser separadas por eletroforese em gel de 
poliacrilamida-SDS 

As proteinas normalmente possuem uma carga positiva ou negativa, dependendo da mistu- 
ra de aminoacidos carregados que elas content. Um campo eletrico aplicado a uma solugao 
que content uma molecula proteica faz a protema migrar a uma velocidade que depende da 
sua carga liquida, do seu tamanho e de sua forma. A aplicagao mais popular dessa proprie- 
dade e a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE, SDS polyacrylamide-gel 
electrophoresis). Ela utiliza um gel de poliacrilamida de ligagoes altamente cruzadas como 
uma matriz inerte, pela qual as proteinas migrant. O gel e preparado pela polimerizagao de 
monomeros; o tamanho do poro do gel pode ser ajustado de maneira que seja suficiente- 
mente pequeno para retardar a migragao das moleculas proteicas de interesse. As proteinas 
estao dissolvidas em uma solugao que inclui um detergente fortemente carregado negati- 
vamente, dodecilsulfato de sodio (SDS, sodium dodecyl sulfate) (Figura 8-12). Como esse 
detergente se liga a regioes hidrofobicas das moleculas proteicas, causando a sua desnatu- 
ragao em cadeias polipeptidicas estendidas, as moleculas proteicas individuais se disso- 
ciam de outras proteinas ou moleculas lipidicas tornando-se completamente soluveis na 
solugao detergente. Alem disso, um agente redutor, como o p-mercaptoetanol (ver Figura 
8-12), normalmente e adicionado para romper quaisquer ligagoes S-S nas proteinas, de for¬ 
ma que todos os polipeptideos constituintes, presentes em multiplas subunidades, possam 
ser analisados separadamente. 

O que ocorre quando uma mistura de proteinas solubilizadas em SDS e analisada 
por eletroforese em gel de poliacrilamida? Cada molecula de protema se liga a um grande 
numero de moleculas do detergente carregado negativamente, que supera a carga intrin- 
seca da protema e faz ela migrar em diregao ao eletrodo positivo, quando uma voltagem 
e aplicada. As proteinas do mesmo tamanho tendem a migrar pelo gel com velocidades 
similares, pois (1) sua estrutura nativa esta completamente desnaturada pelo SDS, de ma¬ 
neira que a suas formas sao as mesmas, e (2) elas se ligam a uma mesma quantidade 
de SDS, tendo, portanto, a mesma quantidade de cargas negativas. As proteinas maiores, 
com mais carga, sao submetidas a forgas eletricas maiores, mas tambem a um retarda- 
mento maior. Livres em solugao, os dois efeitos seriam anulados, mas nas malhas do gel 
de poliacrilamida, que age como uma peneira molecular, as proteinas maiores sao retar- 
dadas muito mais do que as proteinas menores. Como resultado, uma mistura complexa 
de proteinas e fracionada em uma serie de bandas individuais de proteinas arranjadas de 
acordo com a sua massa molecular (Figura 8-13). As proteinas majoritarias facilmente 
sao detectadas corando-se as proteinas do gel com um corante como o azul de Coomas- 
sie. Ate mesmo as proteinas menos abundantes sao visualizadas em geis tratados com co- 
loragao de prata, de modo que pequenas quantidades como 10 ng de protema podem ser 
detectadas em uma banda. Para alguns propositos, proteinas especificas tambem podem 
ser marcadas com um isotopo radioativo; a exposigao do gel a um filme resulta em uma 
autorradiografia na qual as proteinas marcadas sao visiveis (ver Figura 8-16). 

O metodo SDS-PAGE e muito utilizado, pois pode separar todos os tipos de protei¬ 
nas, incluindo aquelas que normalmente sao insoluveis em agua - como varias proteinas 
nas membranas. Como o metodo separa os polipeptideos pelo tamanho, ele fornece in- 
formagoes sobre a massa molecular e a composigao das subunidades das proteinas. A 
Figura 8-14 apresenta uma fotografia de um gel utilizado para analisar cada um dos es- 
tagios sucessivos na purificagao de uma protema. 
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Figura 8-13 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). 

(A) Aparelho de eletroforese. (B) Cadeias polipeptidicas individuals formam um 
complexo com moleculas do dodecilsulfato de sodio (SDS) carregadas negativa- 
mente e, dessa maneira, migram como um complexo SDS-proteina, carregado 
negativamente, atraves de um gel poroso de poliacrilamida. Como a velocidade 
de migragao nessas condigoes e maior quanto menor for o polipeptideo, essa 
tecnica pode ser utilizada para determinar a massa molecular aproximada de 
uma cadeia polipeptidica, assim como a composigao das subunidades de uma 
proteina. Entretanto, se a proteina contem uma grande quantidade de carboi- 
dratos, ela se movera anormalmente no gel e sua massa molecular aparente 
estimada por SDS-PAGE sera erronea. Outras modificagoes, como fosforilagao, 
tambem podem causar pequenas alteragoes na migragao das proteinas no gel. 
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AQUECIDAS COM SDS E MERCAPTOETANOL 



ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 



A eletroforese bidimensional em gel permite uma maior 
separagao das proteinas 


Como diferentes proteinas podem ter tamanhos, formas, massas e carga total diferentes, 
a maioria das tecnicas de separagao, como eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS ou 
cromatografia de troca ionica, nao consegue separar todas as proteinas em uma celula 
ou mesmo em uma organela. Em contraste, a eletroforese bidimensional em gel, que 
combina dois procedimentos de separagao diferentes, pode resolver ate 2 mil proteinas 
na forma de um mapa bidimensional de proteinas. 

Na primeira etapa, as proteinas sao separadas por sua carga intrinseca. A amostra 
e dissolvida em um volume pequeno de uma solugao contendo um detergente nao io- 
nico (sem carga), com p-mercaptoetanol e o reagente desnaturante, ureia. Essa solugao 
solubiliza, desnatura e dissocia todas as cadeias polipeptidicas, mas mantem suas cargas 
intrinsecas inalteradas. As cadeias polipeptidicas sao, entao, separadas em um gradiente 
de pH por um procedimento chamado d efocalizagao isoeletrica, que aproveita a varia- 
gao na carga liquida de uma molecula proteica com o pH da solugao onde se encontra. 
Cada proteina tern um ponto isoeletrico caracteristico, o pH no qual a proteina nao apre- 


Figura 8-14 Analise de amostras de proteinas por eletroforese em gel de poliacri¬ 
lamida-SDS. A fotografia mostra um gel corado com Coomassie que foi utilizado para 
detectar as proteinas presentes nos estagios sucessivos da purificagao de uma enzima. 

A canaleta mais a esquerda (canaleta 1) contem a mistura complexa de proteinas do 
extrato de celulas inicial, e cada canaleta sucessiva analisa as proteinas obtidas apos um 
fracionamento por cromatografia da amostra de proteina analisada na canaleta anterior 
(ver Figura 8-10). A mesma quantidade de proteina (10 |xg) foi aplicada no gel no topo 
de cada canaleta. As proteinas individuals normalmente aparecem como bandas finas co- 
radas com corante; entretanto, uma banda se alarga quando contem uma grande quanti¬ 
dade de proteina. (De T. Formosa e B.M. Alberts, J. Biol. Chem. 261:6107—6118, 1986.) 
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Figura 8-15 Separagao de moleculas 
proteicas por focalizagao isoeletrica. Em 

um pH baixo (alta concentragao de H + ), os 
grupos do acido carboxilico das proteinas 
tendem a ficar sem carga (-COOH) e seus 
grupos do acido carboxilico nitrogenio fi- 
cam totalmente carregados (p. ex., -NH 3 + ), 
dando a maioria das proteinas uma carga 
liquida positiva. Em pH alto, os grupos 
do acido carboxilico sao negativamente 
carregados (-COO - ) e os grupos basicos 
tendem a ficar sem carga (p. ex., -NH 2 ), 
dando a maioria das proteinas uma carga 
liquida negativa. Em seu pH isoeletrico, 
uma proteina nao tern carga liquida, uma 
vez que as cargas positivas e negativas 
se equilibram. Desse modo, quando um 
tubo contendo um gradiente fixo de pH e 
submetido a um campo eletrico forte na 
diregao apropriada, cada especie proteica 
migra ate formar uma banda delgada em 
seu pH isoeletrico, conforme mostrado. 
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senta carga liquida e, dessa maneira, nao migra em um campo eletrico. Na focalizagao 
isoeletrica, as proteinas sao separadas por eletroforese em um pequeno tubo de gel de 
poliacrilamida onde um gradiente de pH e estabelecido por uma mistura de tampoes 
especiais. Cada proteina migra para uma posigao no gradiente que corresponde ao seu 
ponto isoeletrico e permanece la (Figura 8-15). Essa e a primeira dimensao da eletrofo¬ 
rese bidimensional em gel de poliacrilamida. 

Na segunda etapa, o pequeno tubo de gel contendo as proteinas separadas e 
novamente submetido a eletroforese, mas na diregao de um angulo reto em relagao a 
diregao utilizada na primeira etapa. Dessa vez, o SDS e adicionado e as proteinas sao 
separadas de acordo com o seu tamanho, como no SDS-PAGE unidimensional: o tubo 
de gel original e submerso em SDS e entao colocado ao longo da borda superior de um 
gel de poliacrilamida-SDS, atraves do qual cada cadeia polipeptidica migra para formar 
um ponto discreto. Essa e a segunda dimensao da eletroforese bidimensional em gel de 
poliacrilamida. As unicas proteinas que nao separam sao aquelas que tem tanto tama¬ 
nho como ponto isoeletrico identicos, uma situagao relativamente rara. Mesmo tragos de 
cada cadeia polipeptidica podem ser detectados no gel por varios procedimentos de co- 
loragao - ou por autorradiografia se a amostra proteica foi inicialmente marcada com um 
radioisotopo (Figura 8-16). A tecnica tem um poder de resolugao tao grande que pode 
distinguir entre duas proteinas que diferem apenas em um unico aminoacido carregado 
ou em um unico sitio de fosforilagao carregado negativamente. 


Proteinas especfficas podem ser detectadas por marcagao com 
anticorpos 

Uma proteina especifica pode ser identificada apos o seu fracionamento em um gel de 
poliacrilamida pela exposigao de todas as proteinas presentes no gel a um anticorpo es- 


Figura 8-16 Eletroforese bidimensio¬ 
nal em gel de poliacrilamida. Todas as 
proteinas em uma celula bacteriana de 
E. coli estao separadas nesse gel, onde 
cada ponto corresponde a uma cadeia 
polipeptidica diferente. As proteinas foram 
primeiramente separadas com base no seu 
ponto isoeletrico por focalizagao isoeletri¬ 
ca, na dimensao horizontal. Depois, foram 
fracionadas de acordo com sua massa 
molecular por eletroforese, de cima para 
baixo, na presenga de SDS. Observe que 
proteinas diferentes estao presentes em 
quantidades muito diferentes. As bacterias 
foram cultivadas na presenga de uma 
mistura de aminoacidos marcados com ra- 
dioisotopos, de maneira que todas as suas 
proteinas sao radioativas e puderam ser 
detectadas por autorradiografia. (Cortesia 
de Patrick O'Farrell.) 
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pecifico que tenha sido marcado com um isotopo radioativo ou um corante fluorescen- 
te. Esse procedimento normalmente e realizado depois de todas as proteinas separadas 
presentes no gel terem sido transferidas para uma folha de papel de nitrocelulose ou 
membrana de nailon. Coloca-se a membrana sobre o gel e direciona-se as proteinas para 
fora dele, com uma corrente eletrica forte, para transferir a proteina para a membrana. 
Entao, a membrana e colocada em uma solugao com o anticorpo marcado para revelar a 
proteina de interesse. Esse metodo de detecgao de proteinas e chamado de Western blot¬ 
ting ou immunoblotting( Figura8-17). Os metodos sensiveis de Western blotting podem 
detectar quantidades muito pequenas de determinada proteina (1 nanograma ou menos) 
a partir do extrato celular total ou outras misturas proteicas heterogeneas. O metodo pode 
ser bastante util quando avaliamos as quantidades de uma determinada proteina na celu- 
la ou quando medimos as alteragoes nessas quantidades sob varias condigoes. 

Medidas hidrodinamicas revelam o tamanho e a forma de um 
complexo proteico 

A maioria das proteinas em uma celula atua como parte de complexos maiores, e o conhe- 
cimento do tamanho e da forma desses complexos muitas vezes revela informagoes a res- 
peito da sua fungao. Essas informagoes podem ser obtidas de varias maneiras importan- 
tes. As vezes, um complexo pode ser diretamente visualizado utilizando-se a microscopia 
eletronica, como descrito no Capitulo 9. Uma abordagem complementar tern como base 
as propriedades hidrodinamicas de um complexo, ou seja, seu comportamento a medida 
que se move por um meio liquido. Normalmente, duas medidas separadas sao realizadas. 
Uma medida e a velocidade de um complexo a medida que ele se move sob a influencia de 
um campo centrifugo produzido por uma ultracentrifuga (ver Figura 8-7A). O coeficiente 
de sedimentagao (ou valor S) obtido depende tanto do tamanho como da forma do com¬ 
plexo e nao revela, por si so, informagao especialmente util. Entretanto, uma vez que uma 
segunda medida hidrodinamica e realizada - mapeando-se a migragao de um complexo 
por uma coluna de cromatografia de filtragao em gel (ver Figura 8-9B) -, tanto a forma 
aproximada de um complexo quanto sua massa molecular podem ser calculadas. 

A massa molecular tambem pode ser determinada mais diretamente utilizando-se 
uma ultracentrifuga analitica, um aparelho complexo que permite que medidas da ab- 
sorbancia proteica de uma amostra sejam realizadas enquanto ela e submetida a forgas 
centrifugas. Nessa abordagem, a amostra e centrifugada ate atingir o equilibrio, onde a 
forga centrifuga sobre um complexo proteico se equilibra exatamente com sua tendencia 
a difundir. Como seu ponto de equilibrio e dependente na massa molecular do comple¬ 
xo, mas nao na sua forma particular, a massa molecular pode ser diretamente calculada. 

A espectrometria de massa fornece um metodo altamente 
sensfvel para identificar proteinas desconhecidas 

Um problema frequente na biologia celular e bioquimica e a identificagao de uma pro- 
teina ou cojunto de proteinas obtidas por um dos processos de purificagao discutidos 
nas paginas anteriores. Como as sequencias dos genomas da maioria dos organismos 
experimentais sao, agora, conhecidas, catalogos de todas as proteinas produzidas nes¬ 
ses organismos estao disponiveis. A tarefa de identificar uma proteina desconhecida (ou 


Figura 8-17 Western blotting. Todas as 
proteinas de celulas de tabaco em divisao 
em cultura foram inicialmente separadas 
por eletroforese em gel de poliacrilamida 
bidimensional. Em (A), as posigoes das 
proteinas sao reveladas por uma coloragao 
sensfvel a proteinas. Em (B), as proteinas 
separadas em um gel identico foram, 
entao, transferidas para uma membrana 
de nitrocelulose e expostas a um anticorpo 
que reconhece apenas aquelas proteinas 
fosforiladas nos resfduos de treonina 
durante a mitose. As posigoes de poucas 
proteinas reconhecidas por esse anticorpo 
sao reveladas por um anticorpo secundario 
ligado a uma enzima. (De J.A. Traas et al.. 
Plant J. 2:723-732, 1992. Com autoriza- 
gao de Blackwell Publishing.) 



456 PARTE III Formas de trabalhar com celulas 


(A) ESPECTROMETRIA DE MASSA PAD RAO (MS) 


Mistura 

peptfdica 


I F 7 ! I~~ ^ 

—fi il 


Fonte de ions Analisador Detector 

de massa 



(B) ESPECTROMETRIA DE MASSA SEQUENCIAL (MS/MS) 
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Figura 8-18 O espectrdmetro de massa. (A) Espectrometros de massa utilizados na biologia contem uma fonte de fons que gera peptfdeos gasosos ou outras 
moleculas sob condigoes que tornam a maioria das moleculas carregadas positivamente. Os dois principals tipos de fontes de fons sao MALDI e electrospray, 
como descrito no texto. Os fons sao acelerados para dentro do analisador de massa, que separa os fons com base na sua massa e carga por urn dos tres prin¬ 
cipals metodos: 1. Analisadores time-of-flight (TOF) determinam a relagao entre massa e carga de cada fon na mistura a partir da velocidade na qual viajam, 
da fonte de fons ate o detector. 2. Filtros de massa quadrupolo contem uma longa camara revestida por quatro eletrodos que produzem campos eletricos osci- 
lantes que controlam a trajetoria dos fons; por meio da variagao das propriedades do campo eletrico por uma ampla extensao, e permitida a passagem de urn 
espectro de fons com relagao massa/carga especffica pela camara de urn detector, enquanto outros fons sao descartados. 3. Captura de Ions (ion traps) possuem 
eletrodos na forma de "aneis" que produzem urn campo eletrico tridimensional que aprisiona todos os fons em uma camara circular; as propriedades do cam¬ 
po eletrico podem ser variadas por uma ampla extensao para ejetar urn espectro de fons especfficos para urn detector. (B) Espectrometria de massa sequencial 
normalmente envolve dois analisadores de massa separados por uma camara de colisoes contendo urn gas inerte de alta energia. 0 campo eletrico do primeiro 
analisador de massa e ajustado para selecionar urn determinado fon, chamado de Ion precursor, que entao e direcionado para camara de colisoes. A colisao do 
peptfdeo com as moleculas de gas causa a fragmentagao aleatoria dos peptfdeos, principalmente nas ligagoes peptfdicas, resultando em uma mistura altamen- 
te complexa de fragmentos que contem urn ou mais aminoacidos a partir do peptfdeo original. Entao, o segundo analisador de massa e utilizado para medir 
as massas dos fragmentos (chamados produto ou lons-filhos). Com o auxflio de urn computador, o padrao dos fragmentos pode ser utilizado para deduzir a 
sequencia de aminoacidos do peptfdeo original. 


um conjunto de protemas desconhecidas) se reduz a comparar algumas sequencias de 
aminoacidos presentes na amostra desconhecida com genes conhecidos catalogados. 
Essa tarefa agora e realizada quase que exclusivamente pelo uso da espectrometria de 
massa em conjunto com pesquisas de dados pelo computador. 

As particulas carregadas tern uma dinamica muito precisa quando submetidas a 
um campo eletrico ou magnetico no vacuo. A espectrometria de massa explora esse prin- 
cipio para separar ions de acordo com a sua relagao massa/carga ( m/z ). E uma tecnica 
muito sensivel. Ela requer pouco material e e capaz de determinar a massa precisa de 
protemas intactas e de peptideos derivados delas por clivagem enzimatica ou quimica. 
As massas podem ser obtidas com bastante acuidade, muitas vezes com um erro de me- 
nos de uma parte em 1 milhao. 

A espectrometria de massa e realizada utilizando instrumentos complexos com 
tres principais componentes (Figura 8-18A). O primeiro e a fonte de ions, que transfor¬ 
ma minusculas quantidades de uma amostra de peptfdeo em moleculas de peptideos 
individuais carregadas contendo gas. Esses ions sao acelerados por um campo eletrico 
para dentro do segundo componente, o analisador de massa, onde campos eletricos ou 
magneticos sao usados para separar os ions com base em suas relagoes massa/carga. 
Finalmente, os ions separados colidem com um detector, que gera um espectro de massa 
contendo uma serie de picos que representam as massas das moleculas na amostra. 

Existem varios tipos diferentes de espectrometros de massa, variando principal¬ 
mente na natureza de suas fontes de ions e analisadores de massa. Uma das fontes mais 
comuns de ions depende de uma tecnica chamada ionizagao e dessorgao a laser assistida 
por matriz (MALDI, do ingles matrix-assisted laser desorption ionization). Nessa aborda- 
gem, as protemas na amostra sao primeiramente clivadas em peptideos menores por uma 
protease, como a tripsina. Esses peptideos sao misturados com um acido organico e entao 
colocados para secar sobre uma lamina de metal ou ceramica. Um breve disparo de laser e 
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direcionado para a amostra, produzindo uma nuvem gasosa de peptideos ionizados, cada 
um carregando uma ou mais cargas positivas. Em muitos casos, a fonte de ions MALDI e 
acoplada a um analisador de massa chamado de analisador time-of-flight(TOF), que e uma 
camara longa pela qual os peptideos ionizados sao acelerados por um campo eletrico em 
diregao ao detector. Sua massa e carga determinam o tempo que levam para alcangar o 
detector: peptideos grandes se movem mais lentamente, e moleculas muito carregadas se 
movem mais de forma mais rapida. Pela analise desses peptideos ionizados que carregam 
uma unica carga, as massas precisas dos peptideos presentes na amostra original podem 
ser determinadas. Essa informagao e, entao, utilizada para analisar bancos de dados nos 
quais as massas de todas as protemas e de todos os seus fragmentos peptidicos preditos 
foram organizadas a partir de sequencias genomicas do organismo. Uma combinagao clara 
com uma determinada fase de leitura aberta frequentemente pode ser realizada sabendo- 
-se a massa de apenas alguns peptideos derivados de uma proteina especifica. 

Utilizando-se dois analisadores de massa em sequencia (um arranjo conheci- 
do como MS/MS; Figura 8-18B), e possivel determinar diretamente as sequencias 
de aminoacidos de peptideos individuais em uma mistura complexa. O instrumento 
MALDI-TOF descrito anteriormente nao e o ideal para este metodo. Em vez disto, MS/MS 
normalmente envolve uma fonte de ions electrospray, que produz um feixe continuo del- 
gado de peptideos que sao ionizados e acelerados para dentro do primeiro analisador de 
massa. O analisador de massa normalmente e um quadrupolo ou captura de ions, que 
emprega grandes eletrodos para produzir campos eletricos oscilantes dentro da camara 
que contem os ions. Esses instruments atuam como filtros de massa: o campo eletrico 
e ajustado por uma ampla faixa para selecionar um unico ion de peptideo e descartar 
todos os outros na mistura de peptideos. Na espectrometria de massa em sequencia, esse 
unico ion e, entao, exposto a um gas inerte de alta energia que colide com o peptideo, 
resultando na fragmentagao, principalmente nas ligagoes peptidicas. Entao, o segundo 
analisador de massa determina as massas dos fragmentos peptidicos, que podem ser 
utilizadas por metodos computacionais para determinar a sequencia de aminoacidos do 
peptideo original e assim identificar a proteina da qual ele foi originado. 

A espectrometria de massa em sequencia tambem e util para detectar e mapear 
com precisao modificagoes pos-traducionais das protemas, como fosforilagoes ou aceti- 
lagoes. Como essas modificagoes conduzem a um aumento de massa caracteristico em 
um aminoacido, eles sao facilmente detectados durante a analise dos fragmentos pep¬ 
tidicos no segundo analisador de massa, e o local preciso da modificagao muitas vezes 
pode ser deduzido a partir de um espectro de fragmentos peptidicos. 

Uma tecnica de espectrometria de massa “bidimensional” potente pode ser utiliza¬ 
da para determinar todas as protemas presentes em uma organela ou outra mistura com¬ 
plexa de protemas. Primeiro, a mistura de protemas presente e digerida com tripsina para 
produzir pequenos peptideos. Depois, esses peptideos sao separados por cromatografia 
liquida (LC) de alto desempenho. Cada fragao de peptideos a partir da coluna cromato- 
grafica e injetada diretamente em uma fonte de ions electrospray em um espectrometro de 
massa em sequencia (MS/MS), fornecendo a sequencia de aminoacidos e modificagoes 
pos-traducionais para cada peptideo na mistura. Esse metodo, muitas vezes chamado de 
LC-MS/MS, e utilizado para identificar centenas ou milhares de protemas em misturas 
proteicas complexas a partir de organelas especificas ou de celulas inteiras. Tambem pode 
ser utilizado para mapear todos os sitios de fosforilagao na celula, ou todas as protemas 
marcadas por outras modificagoes pos-traducionais como acetilagao ou ubiquitinagao. 

Grupos de proteinas que interagem podem ser identificados por 
metodos bioqufmicos 

Como a maioria das protemas na celula funciona como parte de complexos com outras 
protemas, uma importante maneira para comegar a caracterizar o papel biologico de 
uma proteina desconhecida e identificar todas as outras protemas com as quais ela se 
liga especificamente. 

Um metodo fundamental para identificar protemas que se ligam umas as outras de 
maneira forte e a imunoprecipitagao. Uma proteina-alvo especifica e imunoprecipitada 
a partir de lisados celulares utilizando anticorpos especificos acoplados a esferas, como 
descrito anteriormente. Se a proteina-alvo esta associada de forma suficientemente forte 
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a outra protema quando ela e capturada pelo anticorpo, a protema ligada tambem preci- 
pita e pode ser identificada por espectrometria de massa. Esse metodo e util para iden- 
tificar protemas que fazem parte de um complexo dentro das celulas, incluindo aquelas 
que interagem apenas de maneira transiente - por exemplo, quando moleculas de sina- 
lizagao extracelulares estimulam as celulas (discutido no Capitulo 15). 

Alem de capturar complexos proteicos em colunas ou em tubos de ensaio, pesqui- 
sadores estao desenvolvendo arranjos de protemas com alta densidade para investigar 
as interagoes proteicas. Esses arranjos, que contem milhares de protemas diferentes ou 
anticorpos distribuidos em uma lamina de vidro imobilizados em minusculos pogos, 
permitem que se pesquise as atividades bioquimicas e os perfis de ligagao de um grande 
numero de protemas de uma so vez. Por exemplo, se incubarmos uma protema marca- 
da fluorescentemente com arranjos contendo milhares de protemas imobilizadas, cada 
ponto destes que permanece fluorescente apos lavagem extensiva contem uma protema 
que se liga de modo especifico a protema marcada. 

Metodos opticos podem monitorar as interagoes entre protemas 

Uma vez que se sabe que duas protemas - ou uma protema e uma molecula pequena - se 
associam, torna-se importante caracterizar sua interagao com mais detalhes. As protei- 
nas podem se associar por mais ou menos tempo (como as subunidades da RNA-polime- 
rase ou o proteassomo) ou interagir em encontros transitorios que podem durar apenas 
poucos milissegundos (como uma protema-cinase e seu substrato). Para compreender 
como uma protema funciona dentro de uma celula, precisamos determinar com qual 
afinidade ela se liga a outras protemas, o quao rapido ela se dissocia e como modifica- 
goes covalentes, pequenas moleculas ou outras protemas influenciam essas interagoes. 

Como discutido no Capitulo 3 (ver Figura 3-44), o grau de interagao entre duas 
protemas e determinado pelas velocidades nas quais elas se associam e dissociam. Essas 
velocidades dependem respectivamente, da constante de associagao (/c on ) e da constante 
de dissociagao (/: off ). A constante cinetica k off e um numero particularmente util, pois for- 
nece informagoes valiosas sobre por quanto tempo duas protemas permanecem unidas 
uma a outra. A razao das duas constantes cineticas ( k Q Jk Q& ) gera outro numero bastante 
util chamado de constante de equilibrio ( K, tambem conhecida como K eq ou Kj, o in- 
verso desta e a constante de dissociagao K d , mais comumente utilizada. A constante de 
equilibrio e util como um indicador geral da afinidade da interagao, e pode ser utilizada 
para estimar a quantidade do complexo de ligagao em diferentes concentragoes das duas 
protemas parceiras, fornecendo, desse modo, informagoes sobre a importancia da inte¬ 
ragao nas concentragoes proteicas encontradas dentro da celula. 

Uma ampla variedade de metodos pode ser utilizada para determinar as constan¬ 
tes de ligagao de um complexo de duas protemas. Em um experimento simples de liga- 
gao de equilibrio, duas protemas sao misturadas em diferentes concentragoes ate alcan- 
garem o equilibrio, e a quantidade de complexo ligado e medida. Metade do complexo 
proteico estara ligada a uma determinada concentragao, que e igual a K d . Os experimen¬ 
ts de equilibrio muitas vezes envolvem o uso de marcas radioativas ou fluorescentes em 
uma das protemas parceiras, acoplado a metodos bioquimicos ou opticos para medir a 
quantidade da protema ligada. Em um experimento de ligagao cinetica mais complexo, 
as constantes cineticas sao determinadas utilizando metodos rapidos que permitem a 
medida em tempo real da formagao do complexo de ligagao com o tempo (para determi¬ 
nar k on ) ou a dissociagao de um complexo de ligagao com o tempo (para determinar A: off ). 

Tecnicas opticas permitem medidas de ligagao particularmente rapidas, conve- 
nientes e acuradas, e em alguns casos as protemas nem mesmo necessitam ser marca- 
das. Certos aminoacidos (p. ex., triptofano) exibem uma fluorescencia fraca que pode ser 
detectada com fluonmetros sensiveis. Em muitos casos, a intensidade da fluorescencia, 
ou o espectro de emissao dos aminoacidos fluorescentes localizados em uma interface 
entre protemas, se modificara quando duas protemas se associarem. Quando e possivel 
detectar essa alteragao por fluorimetria, essa tecnica fornece uma medida simples e sen- 
sivel da ligagao da protema, que e util tanto nos experimentos de equilibrio e cinetica da 
ligagao. Uma tecnica de ligagao optica relacionada, mas com uso mais amplo, e baseada 
em anisotropia de fluorescencia, uma alteragao na luz polarizada que e emitida por uma 
protema marcada fluorescentemente nos estados livres e ligados (Figura 8-19). 
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Figura 8-19 Medida da ligagao por anisotropia de fluorescencia. Esse metodo depende de uma proteina marcada fluorescentemente que e 
iluminada com luz polarizada no comprimento de ondas apropriado para excitagao; um fluonmetro e utilizado para medir a intensidade e polariza- 
gao da luz emitida. Se a proteina fluorescente for fixada na posigao e, portanto, nao sofrer rotagao durante um breve periodo entre a excitagao e a 
emissao, entao a luz emitida sera polarizada no mesmo angulo da luz de excitagao. Esse efeito direcional e denominado anisotropia de fluorescencia. 
Entretanto, moleculas proteicas em solugao sofrem rotagao ou decaem rapidamente, de modo que ha uma diminuigao na quantidade de fluores¬ 
cencia anisotropica. As moleculas maiores decaem a uma velocidade mais lenta e, portanto, possuem anisotropia de fluorescencia maior. (A) Para 
medir a ligagao entre uma pequena molecula e uma grande proteina receptora, a molecula menor e marcada com um fluoroforo. Na ausencia do 
seu parceiro de ligagao, a molecula decai rapidamente, resultando em anisotropia de fluorescencia baixa (imagem superior). Entretanto, quando uma 
molecula pequena se liga a sua parceira maior, ela decai de forma mais lenta, resultando em um aumento na anisotropia de fluorescencia (imagem 
inferior). (B) No experimento de equilibrio da ligagao mostrado aqui, um pequeno peptideo ligante fluorescente estava presente em baixa concentra- 
gao, e a quantidade de anisotropia de fluorescencia (em unidades de minipolarizagao, mP) foi medida apos a incubagao com varias concentragoes de 
um receptor proteico maior para o ligante. A partir da curva hiperbolica que representa os dados, pode ser observado que 50% da ligagao ocorreu 
com 10 fxM, que e igual a constante de dissociagao K d para a interagao da ligagao. 


Outro metodo optico para testar a interagao de proteinas utiliza a proteina verde 
fluorescente (GFP, green fluorescent protein) (discutida em detalhes a seguir) e suas deri- 
vadas de diferentes cores. Nesta aplicagao, duas proteinas de interesse sao marcadas com 
uma proteina fluorescente diferente, de modo que o espectro de emissao de uma proteina 
fluorescente se sobreponha ao espectro de absorgao da segunda. Caso as duas proteinas 
se aproximem muito uma da outra (cerca de 1-5 nm), a energia da luz absorvida e trans- 
ferida de uma proteina fluorescente para a outra. A transferencia de energia, chamada 
transferencia de energia por ressonancia de fluorescencia ( FRET, do ingles fluorescence re¬ 
sonance energy transfer), e determinada iluminando-se a primeira proteina fluorescente 
e medindo-se a emissao da segunda (ver Figura 9-26). Quando combinado com micros- 
copia de fluorescencia, este metodo pode ser utilizado para caracterizar interagoes entre 
proteinas em locais especificos dentro das celulas vivas (discutido no Capitulo 9). 

A fungao proteica pode ser interrompida seletivamente com 
pequenas moleculas 

Pequenos inibidores quimicos de proteinas especificas tern contribuido muito para o 
desenvolvimento da biologia celular. Por exemplo, o inibidor de microtubulos colchicina 
e utilizado de rotina para testar se os microtubulos sao necessarios para um determinado 
processo biologico; ele tambem levou a primeira purificagao da tubulina, varias decadas 
atras. No passado, essas pequenas moleculas normalmente eram produtos naturais; isto 
e, eram sintetizadas por criaturas vivas. Embora os produtos naturais tenham sido muito 
uteis na ciencia e na medicina (ver, p. ex., Tabela 6-4, p. 352), eles atuam em um nume- 
ro limitado de processos biologicos. Entretanto, o recente desenvolvimento de metodos 
para sintetizar centenas de milhares de pequenas moleculas e para realizar varreduras 
automatizadas em larga escala mantem a promessa de identificar inibidores quimicos 
para praticamente qualquer processo biologico. Em tais abordagens, grandes colegoes 
de compostos quimicos pequenos sao testadas simultaneamente, em celulas vivas ou 
em ensaios livres de celulas. Uma vez que um inibidor e identificado, ele pode ser uti¬ 
lizado como sonda para identificar, por cromatografia de afinidade ou outros meios, a 
proteina na qual o inibidor se liga. A principal estrategia, as vezes chamada de biologia 
quimica, identificou com sucesso inibidores de varias proteinas que realizam processos- 
-chave na biologia celular. Um inibidor de uma proteina cinesina que atua na mitose, por 
exemplo, foi identificado por esse metodo (Figura 8-20). Os inibidores quimicos deram 
aos biologos celulares um grande controle sobre o momento da inibigao, uma vez que as 
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Figura 8-20 Inibidores de moleculas pequenas para manipula^ao de celulas vi¬ 
vas. (A) Estrutura quimica do monastrol, um inibidor de cinesina identificado em uma 
varredura de larga escala para moleculas pequenas que interrompem a mitose. (B) Fuso 
mitotico normal visto em uma celula nao tratada. Os microtubulos estao corados em 
verde e os cromossomos em azul. (C) Fuso monopolar que se forma em celulas tratadas 
com monastrol, que inibe uma proteina cinesina necessaria para separagao dos polos do 
fuso no infcio da mitose. (B e C, de T. U. Mayer et al., Science 28:971 -974, 1999. Com 
permissao de AAAS.) 

substancias podem ser rapidamente adicionadas ou removidas das celulas, permitindo 
que a fungao da proteina seja ativada ou desativada rapidamente. 

A estrutura proteica pode ser determinada pelo uso de difragao 
de raios X 

A principal tecnica que tem sido utilizada para determinar a estrutura tridimensional 
das moleculas, incluindo protemas, em resolugao atomica e a cristalografia por raios X. 
Os raios X, assim como a luz, sao formados por radiagao eletromagnetica, mas possuem 
um comprimento de ondas muito mais curto, normalmente em torno de 0,1 nm (o dia- 
metro de um atomo de hidrogenio). Se um estreito feixe de raios X paralelos e direciona- 
do para uma amostra de proteina pura, a maioria dos raios X passa diretamente atraves 
dela. Uma pequena fragao, entretanto, e difratada pelos atomos na amostra. Se a amostra 
e um cristal bem ordenado, as ondas dispersas intensificarao umas as outras em pontos 
determinados e aparecerao como pontos de difragao quando captadas por um detector 
apropriado (Figura 8-21). 

A posigao e a intensidade de cada ponto no padrao de difragao de raios X con- 
tern informagao sobre as localizagoes dos atomos no cristal que deram origem a ele. 
A dedugao da estrutura tridimensional de uma molecula grande a partir do padrao de 
difragao do seu cristal e uma tarefa complexa e nao foi resolvida para uma molecula pro¬ 
teica ate 1960. Mas nos anos recentes a analise por difragao de raios X tem se tornado 
cada vez mais automatizada, e agora a etapa mais lenta provavelmente seja a geragao de 
cristais de proteina adequados. Essa etapa requer grandes quantidades de proteina com 
alto grau de pureza e muitas vezes envolve anos de tentativas e erros para determinar as 
condigoes adequadas de cristalizagao; o ritmo acelerou bastante com o uso de tecnicas 
de DNA recombinante para produzir protemas puras e tecnicas de robotica para testar 
grandes niimeros de condigoes de cristalizagao. 

A analise do padrao de difragao resultante produz um mapa tridimensional com- 
plexo da densidade dos eletrons. A interpretagao desse mapa - tradugao dos seus con- 
tornos em uma estrutura tridimensional - e um procedimento complicado que requer 
conhecimento da sequencia de aminoacidos da proteina. Muito por tentativa e erro, a 
sequencia e o mapa da densidade dos eletrons sao correlacionados por computador 
para se conseguir a melhor combinagao. A confiabilidade do modelo atomico final de- 
pende da resolugao dos dados cristalograficos originais: uma resolugao de 0,5 nm pode 
produzir um mapa de baixa resolugao da cadeia principal polipeptidica, enquanto uma 
resolugao de 0,15 nm permite que todos os atomos que nao sao do hidrogenio na mole¬ 
cula sejam identificados de modo confiavel. 

Um modelo atomico completo muitas vezes e complexo demais para ser apreciado di¬ 
retamente, mas versoes simplificadas que mostram as caracteristicas estruturais essenciais 
das protemas podem ser prontamente derivadas dele (ver Painel 3-2, p. 142-143). As estru- 
turas tridimensionais de dezenas de milhares de protemas diferentes tem sido determinadas 
por cristalografia de raios X ou por espectroscopia por RMN (ver p. 461) - suficiente para 
permitir o agrupamento de estruturas comuns em familias (Animagao 8.1). Essas estruturas 
ou dommios estruturais de protemas muitas vezes parecem ser mais conservados na evolu- 
gao do que as sequencias de aminoacidos que os compoem (ver Figura 3-13). 

As tecnicas de cristalografia por raios X tambem podem ser aplicadas no estudo de 
complexos macromoleculares. O metodo foi utilizado, por exemplo, para determinar a 
estrutura do ribossomo, uma maquina grande e complexa composta por varios RNAs e 
mais de 50 protemas (ver Figura 6-62). A determinagao necessitou do uso de um sincro- 
tron, uma fonte de radiagao que gera raios X com a intensidade necessaria para analisar 
os cristais de tais complexos macromoleculares grandes. 
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Figura 8-21 Cristalografia por raios X. (A) Um feixe estreito de raios X e direcionado 
para um cristal bem organizado (B). Mostrado aqui esta um cristal da protefna ribulose 
bifosfato carboxilase, uma enzima com um papel central na fixagao de C0 2 durante a 
fotossfntese. Os atomos no cristal espalham parte do feixe, e as ondas dispersas intensi- 
ficam umas as outras em determinados pontos, aparecendo como um padrao de pontos 
de difragao (C). Esse padrao de difragao, com a sequencia de aminoacidos da protefna, 
pode ser utilizado para produzir um modelo atomico (D). 0 modelo atomico completo e 
diffcil de interpretar, mas essa versao simplificada, derivada dos dados de difragao de raios 
X, mostra as caracterfsticas da estrutura proteica claramente (a-helices, verde\ fitas p, ver- 
melho). Os componentes representados em A ate D nao estao representados em escala. 

(B, cortesia de C. Branden; C, cortesia de J. Hajdu e I. Andersson; D, adaptado a partir do 
original fornecido por B. Furugren.) 

A RMN pode ser utilizada para determinar a estrutura de 
proteinas em solugao 

A espectroscopia por ressonancia magnetica nuclear (RMN) tem sido utilizada por 
varios anos para analisar a estrutura de pequenas moleculas, pequenas proteinas ou do- 
minios proteicos. Diferentemente da cristalografia por raios X, a RMN nao depende da 
disponibilidade de amostra cristalina. Essa tecnica simplesmente requer um pequeno 
volume de solugao proteica concentrada que e submetida a um campo magnetico forte; 
de fato, ela e a principal tecnica que gera evidencias detalhadas sobre a estrutura tridi¬ 
mensional de moleculas em solugao. 

Certos nucleos atomicos, particularmente o nucleo do hidrogenio, tem um momen- 
to magnetico ou spin : isto e, eles possuem uma magnetizagao intrinseca, como uma barra 
magnetica. O spin se alinha ao longo do campo magnetico forte, mas pode ser mudado 
para um estado excitado, desalinhado, em resposta a pulsos de radiofrequencia (RF) apli- 
cados de radiagao eletromagnetica. Quando o nucleo de hidrogenio excitado retorna a seu 
estado alinhado, ele emite a radiagao RF, que pode ser medida e representada como um 
espectro. A natureza da radiagao emitida depende do ambiente em que cada nucleo de 
hidrogenio se encontra e, se um nucleo e excitado, ele influencia a absorgao e a emissao 
da radiagao por outro nucleo localizado proximo a ele. Consequentemente, e possivel, por 
uma elaboragao engenhosa da tecnica de RMN basica conhecida como RMN bidimensio- 
nal, distinguir os sinais a partir do nucleo de hidrogenio em diferentes residuos de ami¬ 
noacidos, e identificar e medir as pequenas mudangas nesses sinais que ocorrem quando 
os nucleos de hidrogenio estao proximos o suficiente para interagir. Como o tamanho de 
tal mudanga revela a distancia entre o par de atomos de hidrogenio que estao interagindo, 
a RMN pode fornecer informagoes sobre as distancias entre as partes da molecula pro- 
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Figura 8-22 Espectroscopia por 

RMN. (A) Um exemplo dos dados da 
maquina de RMN. Esse espectro bidimen- 
sional de RMN e derivado do dominio 
C-terminal da enzima celulase. Os pontos 
representam as interagoes entre atomos 
de hidrogenio que estao quase adjacentes 
na proteina e entao refletem a distancia 
que os separa. Os metodos computa- 
cionais complexos, em conjunto com a 
sequencia de aminoacidos conhecida, per- 
mitem que estruturas compativeis possi- 
veis sejam derivadas. Em (B), 10 estruturas 
da enzima, que satisfazem as restrigoes de 
distancia igualmente, estao representadas 
sobrepostas, dando uma boa indicagao da 
provavel estrutura tridimensional. (Cortesia 
de P. Kraulis.) 


(A) (B) 

teica. Combinando-se essa informagao ao conhecimento da sequencia de aminoacidos, 
e possivel em principio computar a estrutura tridimensional da proteina (Figura 8-22). 

Por razoes tecnicas, a estrutura de pequenas proteinas de cerca de 20 mil daltons 
ou menos pode ser mais prontamente determinada por espectroscopia de RMN. A re- 
solugao diminui a medida que o tamanho de uma macromolecula aumenta. Contudo, 
avangos tecnicos recentes elevaram o limite para cerca de 100 mil daltons, tornando, 
dessa forma, a maioria das proteinas acessivel a analise estrutural por RMN. 

Como estudos por RMN sao realizados em solugao, esse metodo tambem oferece 
um meio conveniente de monitorar alteragoes na estrutura proteica, por exemplo, du¬ 
rante o enovelamento da proteina ou quando a proteina se liga a outra molecula. A RMN 
tambem e muito utilizada para investigar moleculas diferentes de proteinas, sendo util, 
por exemplo, como um metodo para determinar as estruturas tridimensionais de mole¬ 
culas de RNA e as cadeias laterais complexas de carboidratos das glicoproteinas. 

Um terceiro metodo para determinagao da estrutura proteica e particularmente da 
estrutura de grandes complexos proteicos e a analise de uma unica particula por micros- 
copia eletronica. Discutiremos essa abordagem no Capitulo 9. 

A sequencia da proteina e sua estrutura fornecem informaqoes 
sobre a fungao proteica 

Tendo discutido metodos para purificar e analisar proteinas, voltamos para uma situa- 
gao comum na biologia celular e molecular: um pesquisador identificou um gene impor- 
tante para um processo biologico, mas nao tern conhecimento direto das propriedades 
bioquimicas do seu produto proteico. 

Gragas a proliferagao das sequencias de proteinas e acidos nucleicos que estao ca- 
talogadas nos bancos de dados genomicos, a fungao de um gene - e a proteina por ele 
codificada - pode muitas vezes ser predita simplesmente comparando-se sua sequencia 
com as dos genes anteriormente caracterizados. Como a sequencia de aminoacidos 
determina a estrutura proteica e a estrutura dita a fungao bioquimica, as proteinas que 
compartilham uma sequencia de aminoacidos similar normalmente tern a mesma estru¬ 
tura e realizam fungoes bioquimicas semelhantes, mesmo quando sao encontradas em 
organismos pouco relacionados. Na biologia celular moderna, o estudo de uma proteina 
recem-descoberta normalmente inicia por uma procura por proteinas previamente ca- 
racterizadas que sao similares em suas sequencias de aminoacidos. 

A procura por genes ou proteinas similares em um conjunto de sequencias conhe- 
cidas normalmente e realizada pela internet e envolve simplesmente a selegao de um 
banco de dados e a entrada da sequencia desejada. Um programa de alinhamento de 
sequencias - o mais popular e o BLAST - rastreia o banco de dados por sequencias si¬ 
milares deslizando a sequencia submetida ao longo das sequencias arquivadas ate que 








CAPITUL0 8 Analisando celulas, moleculas e sistemas 463 


Score = 399 bits (1025), Expect = e-111 

Identities = 198/290 (68%), Positives = 241/290 (82%), Gaps = 1/290 
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um grupo de residuos se alinhe total ou parcialmente (Figura 8-23). Tais comparagoes 
podem predizer as fungoes de protemas individuals, de familias proteicas ou mesmo da 
maioria do complemento da protema de um organismo recem-sequenciado. 

Como explicamos no Capitulo 3, varias protemas que adotam a mesma conforma- 
gao e tern fungoes relacionadas possuem uma relagao muito distante para serem identi- 
ficadas a partir de uma comparagao de apenas sua sequencia de aminoacidos (ver Figura 
3-13). Assim, a capacidade de predizer com precisao a estrutura tridimensional de uma 
protema a partir da sua sequencia de aminoacidos melhoraria nossa habilidade de inferir 
uma fungao proteica a partir da informagao da sequencia no banco de dados genomico. 
Em anos recentes, o principal progresso tern sido realizado na predigao da estrutura pre- 
cisa de uma protema. Essas predigoes tern como base, em parte, nosso conhecimento de 
milhares de estruturas proteicas que ja foram determinadas por cristalografia por difra- 
gao de raios X e espectrometria RMN e, em parte, calculos usando nosso conhecimen¬ 
to sobre as forgas fisicas que atuam sobre os atomos. Entretanto, permanece o desafio 
substancial e importante para predizer as estruturas de protemas que sao grandes ou tern 
multiplos dommios, ou para predizer as estruturas com os mveis muito altos de resolugao 
necessarios para ajudar na descoberta de substancias com base em computagao. 

Enquanto encontrar sequencias e estruturas relacionadas para uma nova protema 
fornece varias informagoes sobre sua fungao, normalmente e necessario testar esses da¬ 
dos por experimentagao direta. Entretanto, os dados gerados a partir de comparagoes de 
sequencias normalmente levam o pesquisador na diregao correta, e, com isso, o seu uso 
tornou-se uma das estrategias mais importantes na biologia celular moderna. 

Resumo 

Existem varios metodos para identificar protemas e analisar suas propriedades bioqui- 
micas, estruturas e interagoes com outras protemas. Os inibidores de pequenas moleculas 
permitem o estudo das fungoes das protemas nas quais eles atuam em celulas vivas. Como 
as protemas com estruturas similares frequentemente tern fungoes semelhantes, a atividade 
bioquimica de uma protema muitas vezes pode ser predita pesquisando-se em bancos de 
dados protemas ja caracterizadas que sao similares em suas sequencias de aminoacidos. 

anAlise E MANIPULACAO de dna 

Ate o inicio da decada de 1970, o DNA era a molecula biologica mais dificil de ser ana- 
lisada. Extremamente longa e quimicamente monotona, a fita de nucleotideos que for¬ 
ma o material genetico de um organismo somente podia ser examinada de forma indi- 
reta pelo sequenciamento de protema ou pela analise genetica. Atualmente, a situagao 
mudou de forma significativa. Antes considerada a macromolecula da celula mais difi¬ 
cil de ser analisada, o DNA passou a ser a mais facil. Agora e possivel determinar toda 
sequencia nucleotidica do genoma bacteriano ou fungico em uma questao de horas e 
a sequencia do genoma de um individuo humano em menos de um dia. Uma vez que a 


Figura 8-23 Resultados de uma ana¬ 
lise por BLAST. Bancos de dados de 
sequencias podem ser pesquisados para 
encontrar sequencias similares de ami¬ 
noacidos ou de nucleotideos. Aqui, uma 
busca por proteinas similares a proteina 
humana reguladora do ciclo celular Cdc2 
(Query) localizou a Cdc2 de milho (Sbjct), 
que e identica em 68% a Cdc2 huma¬ 
na na sua sequencia de aminoacidos. 

0 alinhamento inicia no residuo 57 da 
proteina Query, sugerindo que a proteina 
humana tern uma regiao N-terminal que 
esta ausente na proteina do milho. Os 
blocos verdes indicam as diferengas na 
sequencia; e a barra amarela resume as 
similaridades: quando as duas sequencias 
de aminoacidos sao identicas, o residuo 
e mostrado; as substitutes similares 
de aminoacidos estao indicadas por um 
sinal de mais (+). Apenas uma pequena 
lacuna foi introduzida - indicada pela seta 
vermelha na posigao 194 da sequencia 
Query - para alinhar as duas sequencias ao 
maximo. O escore de alinhamento (Score), 
que e expresso em dois tipos diferentes de 
unidades, leva em conta as penalidades 
para substitutes e lacunas; quanto mais 
alto o escore de alinhamento, melhor e a 
semelhanga. O significado do alinhamento 
esta refletido no valor de Expectation (E), 
que representa quantas vezes se esperaria 
que ocorresse um alinhamento ao acaso. 
Quanto menor o valor de E, mais significa¬ 
tiva e a semelhanga; o valor extremamente 
baixo aqui (e -111 ) indica certa significance. 
Os valores de E muito mais altos do que 
0,1 provavelmente nao refletem uma rela¬ 
gao verdadeira. Por exemplo, um valor de 
E de 0,1 significa que existe uma chance 
de 1 em 10 de que tal alinhamento ocorra 
somente por acaso. 
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sequencia nucleotidica de um genoma e conhecida, qualquer gene individual pode ser 
facilmente isolado e grandes quantidades do produto genico (seja RNA ou proteina) po- 
dem ser produzidas introduzindo-se o gene em bacterias ou celulas animais e induzindo 
estas celulas a superexpressar o gene estranho ou sintetizando-se o produto genico in 
vitro. Dessa forma, protemas e moleculas de RNA que possam estar presentes em apenas 
minusculas quantidades nas celulas vivas podem ser produzidas em grandes quantida¬ 
des para analise bioqmmica e estrutural. Essa abordagem tambem pode ser utilizada para 
produzir grandes quantidades de protemas humanas (como insulina, ou interferon, ou 
protemas da coagulagao do sangue) para uso como farmacos humanos. Como veremos 
mais adiante neste capitulo, tambem e possivel aos cientistas alterar um gene isolado e 
transferi-lo de volta na linhagem germinativa de um animal ou planta, de modo que se 
torne uma parte funcional e hereditaria do genoma do organismo. Dessa forma, os papeis 
biologicos de qualquer gene podem ser acessados por meio da observagao dos resultados 
da sua modificagao em todo o organismo. 

A habilidade em manipular o DNA com precisao em um tubo de ensaio ou orga¬ 
nismo, conhecida como tecnologia do DNA recombinante, teve um impacto dramatico 
em todos os aspectos da biologia celular e molecular, permitindo que estudemos roti- 
neiramente as celulas e suas macromoleculas de maneiras nao imaginaveis mesmo ha 
20 anos. Entre essas tecnicas estao as seguintes manipulagoes: 

1. Clivagem de DNA em sitios especificos por meio de nucleases de restrigao, que faci- 
litaram muito o isolamento e a manipulagao de partes individuals de um genoma. 

2. Ligagao de DNA, que torna possivel unir moleculas de DNA a partir de fontes mui¬ 
to diferentes. 

3. Clonagem de DNA (pelo uso de vetores de clonagem, ou pela reagao em cadeia da 
polimerase), na qual uma porgao do genoma (muitas vezes um gene individual) 
e “purificada” separadamente do resto do genoma e repetidamente copiada para 
gerar varios bilhoes de moleculas identicas. 

4. Hibridizagao de acidos nucleicos, que torna possivel identificar alguma sequencia 
especifica de DNA ou de RNA com grande precisao e sensibilidade, com base em 
sua habilidade de se ligar seletivamente a uma sequencia complementar de acidos 
nucleicos. 

5. Smtese de DNA, que torna possivel sintetizar quimicamente moleculas de DNA 
com qualquer sequencia de nucleotideos, independentemente de essa sequencia 
ocorrer ou nao na natureza. 

6. Determinagao rapida da sequencia de nucleotideos de qualquer molecula de DNA 
ou RNA. 

Nas proximas segoes, descreveremos cada uma dessas tecnicas basicas, que, jun¬ 
tas, revolucionaram o estudo da biologia celular e molecular. 

Nucleases de restrigao cortam grandes moleculas de DNA em 
fragmentos especificos 

Diferentemente de uma proteina, um gene nao existe como uma entidade individual 
nas celulas, mas sim como uma regiao pequena de uma molecula de DNA muito maior. 
Embora a molecula de DNA na celula possa ser rompida aleatoriamente em peque- 
nos pedagos por forga mecanica, um fragmento contendo um unico gene no genoma 
de mamiferos continua sendo apenas um entre centenas de milhares de fragmentos de 
DNA, ou ate mais, indistinguiveis pelo seu tamanho medio. Como um desses gene pode 
ser separado de todos os outros? Como todas as moleculas de DNA consistem em uma 
mistura aproximadamente igual dos mesmos quatro nucleotideos, elas nao podem ser 
prontamente separadas, como as protemas podem, de acordo com as suas cargas e pro- 
priedades bioquimicas diferentes. A solugao desse problema comegou a emergir com a 
descoberta das nucleases de restrigao. Essas enzimas, que sao purificadas a partir de 
bacterias, cortam a dupla-helice de DNA em sitios especificos, definidos pela sequencia 
de nucleotideos local, clivando, desse modo, uma longa molecula de DNA de fita dupla 
em fragmentos de tamanhos estritamente definidos. 
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Como muitas das ferramentas da tecnologia de DNA recombinante, as nucleases 
de restrigao foram descobertas por pesquisadores tentando compreender um fenome- 
no biologico intrigante. Foi observado que certas bacterias sempre degradavam o DNA 
"estranho” que foi introduzido nelas experimentalmente. Uma procura pelo mecanismo 
responsavel revelou uma classe de nucleases bacterianas ate entao nao previstas que 
clivam o DNA em sequencias nucleotidicas especificas. O DNA bacteriano e protegido 
da clivagem pela metilagao destas mesmas sequencias, protegendo, dessa forma, o pro- 
prio genoma bacteriano de ser devastado pelo DNA estranho. Como essas enzimas res- 
tringem a transference de DNA para as bacterias, elas foram chamadas de nucleases de 
restrigao. A busca por este quebra-cabegas biologico aparentemente misterioso estabe- 
leceu o desenvolvimento de tecnologias que mudaram para sempre a maneira pela qual 
biologos celulares e moleculares estudam as coisas vivas. 

Diferentes especies bacterianas produzem diferentes nucleases de restrigao, cada 
uma cortando em uma sequencia nucleotidica especifica diferente (Figura 8-24). Como 
essas sequencias-alvo sao curtas - geralmente 4 a 8 pares de nucleotideos -, muitos si- 
tios de clivagem ocorrerao em qualquer molecula longa de DNA simplesmente ao acaso. 
A razao pela qual as nucleases de restrigao sao tao uteis no laboratorio e que cada enzima 
sempre cortara uma determinada molecula de DNA no mesmo local. Assim, para uma 
determinada amostra de DNA (que contem varias moleculas identicas), uma determina¬ 
da nuclease de restrigao gerara seguramente o mesmo conjunto de fragmentos de DNA. 

O tamanho dos fragmentos resultantes depende do comprimento das sequencias- 
-alvo das nucleases de restrigao. Como mostrado na Figura 8-24, a enzima Haelll corta 
uma sequencia de quatro pares de nucleotideos; espera-se que uma sequencia desse 
comprimento ocorresse simplesmente ao acaso aproximadamente 1 vez a cada 256 pa¬ 
res de nucleotideos (1 em 4 4 ). Em comparagao, espera-se que uma nuclease de restrigao 
com uma sequencia-alvo que tern oito nucleotideos de comprimento clive DNA, em me¬ 
dia, 1 vez a cada 65.536 pares de nucleotideos (1 in 4 8 ), em media. Essa diferenga na sele- 
tividade da sequencia torna possivel cortar uma longa molecula de DNA nos tamanhos 
de fragmentos que sao mais apropriados para uma determinada aplicagao. 

A eletroforese em gel separa moleculas de DNA de diferentes 
tamanhos 

Os mesmos metodos de eletroforese em gel que provaram ser tao uteis na analise de pro- 
teinas (ver Figura 8-13) podem ser aplicados para moleculas de DNA. O procedimento e, 
na verdade, mais simples do que para proteinas: como cada nucleotideo em uma mole¬ 
cula de acido nucleico ja carrega uma unica carga negativa (no grupo fosfato), nao existe 
a necessidade de adicionar o detergente SDS carregado negativamente, necessario para 
fazer as moleculas de proteina moverem-se uniformemente na diregao do eletrodo posi- 
tivo. Os fragmentos de DNA maiores migrarao mais lentamente, pois seu progresso e im- 
pedido pela matriz do gel. Apos algumas horas, os fragmentos de DNA se espalham pelo 
gel de acordo com seu tamanho, formando bandas individuals, cada uma composta por 
um conjunto de moleculas de DNA de mesmo comprimento (Figura 8-25A e B). Para se- 
parar moleculas de DNA maiores do que 500 pares de nucleotideos o gel e preparado com 
uma solugao diluida de agarose (um polissacarideo isolado a partir de algas marinhas). 


Figura 8-24 Nucleases de restrigao cli¬ 
vam o DNA em sequencias nucleotidi¬ 
cas especificas. Assim como as proteinas 
de ligagao a sequencias especificas do 
DNA que encontramos no Capitulo 7 
(ver Figura 7-8), as enzimas de restrigao 
muitas vezes atuam como dimeros, e a 
sequencia de DNA que elas reconhecem e 
clivam normalmente sao simetricas em tor- 
no do ponto central. Aqui, ambas as fitas 
da dupla-helice de DNA sao cortadas em 
pontos especificos dentro da sequencia- 
-alvo (cor de laranja). Algumas enzimas, 
como Haelll, cortam direto atraves da 
dupla helice e deixam duas moleculas de 
DNA com extremidades cegas; com outras 
enzimas, como EcoRI e Hindlll, os cortes 
em cada fita formam degraus. Esses cortes 
em degrau geram "extremidades coesi- 
vas" - sobreposigao de fita simples curtas 
que ajudam as moleculas de DNA cortadas 
a se unir novamente pelo pareamento de 
bases complementares. Essa ligagao de 
moleculas de DNA se torna importante 
para clonagem de DNA, como discutire- 
mos a seguir. As nucleases de restrigao 
normalmente sao obtidas a partir de bac¬ 
terias, e seus nomes refletem suas origens: 
por exemplo, a enzima EcoRI e provenien- 
te de Escherichia coli. Atualmente, existem 
centenas de enzimas de restrigao diferen¬ 
tes disponiveis; elas podem ser compradas 
de companhias que as produzem para fins 
comerciais. 
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Figura 8-25 Moleculas de DNA podem ser 
separadas por tamanho utilizando ele- 
troforese em gel. (A) llustragao esquematica 
comparando os resultados do corte da mesma 
molecula (nesse caso, o genoma de um virus 
que infecta vespas) com duas nucleases de 
restrigao diferentes, EcoRI ( centro ) e Hindlll (di- 
reita). Os fragmentos sao, entao, separados por 
eletroforese em gel usando uma matriz de gel 
de agarose. Como os fragmentos maiores mi- 
gram mais lentamente do que os menores, as 
bandas na parte inferior do gel contem os frag¬ 
mentos de DNA menores. Os tamanhos dos 
fragmentos podem ser estimados comparando- 
-os com um conjunto de fragmentos de DNA 
de tamanhos conhecidos ( esquerda ). 

(B) Fotografia de um gel de agarose mostrando 
"bandas" de DNA que foram coradas com 
brometo de etideo. (C) Gel de poliacrilamida 
com pequenos poros foi utilizado para separar 
moleculas de DNA curtas que diferem por 
apenas um unico nucleotideo. Mostrado aqui 
estao os resultados de uma reagao didesoxi de 
sequenciamento, explicada mais adiante neste 
capitulo. Da esquerda para direita, as bandas 
nas quatro canaletas foram produzidas pela 
adigao de nucleotideos terminadores de cadeia 
G, A, T e C (ver Painel 8-1). As moleculas de 
DNA foram marcadas com 32 P, e a imagem 
mostrada foi produzida expondo-se o 32 P do gel 
a um pedago de filme fotografico, produzindo 
bandas escuras observadas quando o filme foi 
revelado. (D) A tecnica de eletroforese de cam- 
po pulsado em gel de agarose foi utilizada para 
separar os 16 cromossomos diferentes da espe- 
cie de levedura Saccharomyces cerevisiae, que 
tern em media 220 mil a 2,5 milhoes de pares 


No caso de fragmentos de DNA menores do que 500 nucleotideos de comprimento, geis 
de poliacrilamida especialmente projetados permitem a separagao de moleculas que di¬ 
ferem apenas em um nucleotideo no comprimento (ver Figura 8-25C). 

Uma variagao da eletroforese em gel de agarose, chamada eletroforese em gel de 
campo pulsado , torna possivel separar moleculas de DNA extremamente longas, mesmo 
aquelas encontradas em cromossomos inteiros. A eletroforese comum em gel falha em 
separar moleculas de DNA muito grandes, pois o campo eletrico estacionario estica as 
moleculas de modo que elas migrem pelo gel na forma sinuosa em uma velocidade que 
e independente do seu comprimento. Ao contrario, na eletroforese de campo pulsado 
em gel, a diregao do campo eletrico se modifica periodicamente, o que forga a molecula 
a se reorientar antes de continuar a se mover sinuosamente atraves do gel. Essa reorien- 
tagao leva muito mais tempo para as moleculas maiores, de modo que as moleculas mais 
longas se movem mais lentamente do que as mais curtas. Consequentemente, cromos¬ 
somos inteiros de bacterias ou de leveduras podem ser separados em bandas individuais 
em geis em campo pulsado, podendo, desse modo, ser classificados e identificados com 
base no seu tamanho (Figura 8-25D). Embora um cromossomo tipico de mamifero de 
10 8 pares de nucleotideos ainda seja muito longo para ser separado, mesmo dessa forma, 
longos segmentos maiores desses cromossomos sao prontamente separados e identifi¬ 
cados se o DNA cromossomico for previamente cortado com uma nucleasse de restrigao 
selecionada para reconhecer sequencias que ocorrem apenas raramente. 

As bandas de DNA em geis de agarose ou de poliacrilamida sao invisiveis, a menos 
que o DNA seja marcado ou corado de alguma maneira. Um metodo particularmente 
sensivel para corar DNA e mergulhar o gel no corante brometo de etidio, que fluoresce 
sob luz ultravioleta quando estiver ligado ao DNA (ver Figura 8-25B e D). Metodos ainda 
mais sensiveis incorporam um radioisotopo ou um marcador quimico nas moleculas de 
DNA antes da eletroforese, como descreveremos a seguir. 


de nucleotideos. 0 DNA foi corado como em 
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As moleculas de DNA purificadas podem ser marcadas 
especificamente in vitro com radioisotopos ou com marcadores 
qufmicos 

As DNA-polimerases que sintetizam e reparam DNA (discutido no Capitulo 5) tern se 
tornado ferramentas importantes na manipulagao experimental do DNA. Como elas 
sintetizam sequencias complementares a uma molecula de DNA existente, elas sao 
frequentemente utilizadas em tubos de ensaios para criar copias exatas de moleculas 
de DNA existentes. As copias podem incluir nucleotideos especialmente modificados 
(Figura 8-26). Para sintetizar DNA dessa forma, a DNA-polimerase e colocada junto 
com um molde e um conjunto de precursores nucleotidicos que contem a modificagao. 
Enquanto a polimerase puder utilizar esses precursores, ela automaticamente produz 
novas moleculas modificadas que combinam com a sequencia do molde. As moleculas 
modificadas de DNA possuem varias utilidades. O DNA marcado com o radioisotopo 32 P 
pode ser detectado apos a eletroforese, expondo-se o gel a um filme fotografico (ver Fi¬ 
gura 8-25C). Os atomos de 32 P emitem particulas (3 que expoem o filme, produzindo um 
registro visivel de cada banda no gel. Alternativamente, o gel pode ser verificado por um 
detector que mede as emissoes (3 diretamente. Outros tipos de DNA modificado, como 
aqueles marcados com digoxigenina (ver Figura 8-26B), sao uteis para visualizar mole¬ 
culas em celulas inteiras, um topico que sera discutido mais adiante neste capitulo. 

Os genes podem ser clonados usando-se bacterias 

Qualquer fragmento de DNA pode ser clonado. Em biologia celular, o termo clonagem 
de DNA e utilizado em dois sentidos. Ele literalmente se refere ao ato de produzir varias 
copias identicas (normalmente bilhoes) de uma molecula de DNA - a amplificagao de 
uma determinada sequencia de DNA. Entretanto, o termo tambem descreve o isolamen- 
to de determinada extensao de DNA (muitas vezes um determinado gene) a partir do 
restante do genoma celular; o mesmo termo e utilizado, pois esse isolamento normal- 


(A) (B) 
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A DNA-polimerase incorpora nucleotideos com 32 P, 
resultando em uma populagao de moleculas de DNA 
radiomarcadas que contem sequencias de ambas as fitas 

Figura 8-26 Metodos para marcar moleculas de DNA in vitro. (A) A enzima DNA polimerase purificada pode incorporar nucleotideos radiomarcados con- 
forme sintetiza novas moleculas de DNA. Assim, as versoes radiomarcadas de qualquer sequencia de DNA podem ser preparadas no laboratorio. (B) 0 metodo 
em (A) tambem e utilizado para produzir moleculas de DNA nao radioativas que carregam um marcador quimico especifico que pode ser detectado com um 
anticorpo apropriado. A base no nucleosideo trifosfato mostrado e analoga a da timina, na qual o grupo metila no T foi substituido por uma sequencia espaga- 
dora ligada ao esteroide digoxigenina de plantas. Um anticorpo antidigoxigenina ligado a um marcador visivel como um corante fluorescente e, entao, usado 
para visualizar o DNA. Outros marcadores qufmicos, como a biotina, podem ser ligados a nucleotideos e utilizados do mesmo modo. 0 unico requisito e que os 
nucleotideos modificados formem pares de base de forma apropriada e paregam "normais" para a DNA-polimerase. 
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Figura 8-27 Insergao de um fragmento 
de DNA em um plasmideo bacteriano 
com a enzima DNA-ligase. 0 plasmideo 
e aberto pela clivagem com uma nuclease 
de restrigao (neste caso, uma que produz 
extremidades coesivas), sendo misturado 
com o fragmento de DNA a ser clonado 
(preparado com a mesma nuclease de res¬ 
trigao). A DNA-ligase e o ATP sao adiciona- 
dos. As extremidades coesivas pareiam as 
bases, e a DNA-ligase sela os espagos na 
cadeia principal do DNA, produzindo uma 
molecula recombinante de DNA intacta. 

Na micrografia, o DNA inserido esta colo- 
rido de vermelho. (Micrografia cortesia de 
Huntington Potter e David Dressier.) 


DNA plasmidial circular 
de fita dupla 
(vetor de clonagem) 
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Figura 8-28 A DNA-ligase pode unir 
quaisquer dois fragmentos de DNA 
in vitro para produzir moleculas de 
DNA recombinante. 0 ATP fornece a 
energia necessaria para restabelecer a 
cadeia principal agucar-fosfato do DNA 
(ver Figura 5-12). (A) A DNA-ligase pode 
unir prontamente dois fragmentos de DNA 
produzidos pela mesma nuclease de res¬ 
trigao; neste caso, EcoRI. Observe que as 
extremidades em degrau produzidas por 
esta enzima permitem que as extremida¬ 
des dos dois fragmentos formem pares de 
base corretamente, uma com a outra, faci- 
litando muito sua uniao. (B) A DNA-ligase 
tambem pode ser utilizada para unir dois 
fragmentos de DNA produzidos por dife- 
rentes nucleases de restrigao - por exem- 
plo, EcoRI e Haelll. Neste caso, antes dos 
fragmentos serem submetidos a ligagao, a 
DNA-polimerase e uma mistura de desoxir- 
ribonucleosideos trifosfato (dNTPs) sao uti- 
lizados para preencher o corte em degrau 
produzido pela EcoRI. Cada fragmento de 
DNA mostrado na figura esta orientado de 
forma que suas extremidades 5' estejam a 
esquerda da fita superior e a direita da fita 
inferior, conforme indicado. 


mente e realizado produzindo-se varias copias identicas apenas do DNA de interesse. 
Observamos que, em outras partes deste livro, a clonagem, particularmente quando uti¬ 
lizada no contexto da biologia do desenvolvimento, tambem pode se referir a geragao 
de varias celulas geneticamente identicas a partir de uma unica celula ou ate mesmo a 
geragao de organismos geneticamente identicos (ver, p. ex., Figura 7-2). Em todos os ca- 
sos, a clonagem se refere ao ato de produzir varias copias identicas; nesta segao, usamos 
o termo para referir metodos designados a gerar varias copias identicas de um segmento 
definido de acido nucleico. 

A clonagem do DNA pode ser realizada de diversas formas. Uma das mais sim¬ 
ples envolve a insergao de um fragmento de determinado DNA no DNA genomico pu- 
rificado de um elemento genetico que se autorreplica - geralmente um plasmideo. Os 
vetores plasmidiais mais utilizados para clonagem de genes sao pequenas moleculas 
circulares de DNA de fita dupla, derivadas de plasmideos maiores, que ocorrem natu- 
ralmente em celulas bacterianas. Eles geralmente representam apenas a menor fragao 
do DNA celular total da bacteria hospedeira, mas devido ao seu pequeno tamanho, eles 
podem ser facilmente separados das moleculas de DNA cromossomico muito maiores, 
que precipitam como sedimento apos a centrifugagao. Para ser utilizado como vetor de 
clonagem, o DNA circular plasmidial purificado e inicialmente clivado com uma nucle¬ 
ase de restrigao para gerar moleculas de DNA linear. O DNA a ser clonado e adicionado 
ao plasmideo cortado e, entao, covalentemente ligado utilizando a enzima DNA-ligase 
(Figura 8-27 e Figura 8-28). Como discutido no Capitulo 5, esta enzima e utilizada pela 
celula para unir os fragmentos de Okazaki produzidos durante a replicagao do DNA. O 
DNA circular recombinante e introduzido de volta nas celulas bacterianas que foram 
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DNA PLASMIDIAL 
RECOMBINANTE DE FITA 
DUPLA INTRODUZIDO 
EM UMA CELULA BACTERIANA 


o 



Celula 

bacteriana 



Cultura de celulas Varias copias do plasmideo 
produz centenas de purificado isoladas a partir 
milhoes de de celulas bacterianas rompidas 

novas bacterias 


Figura 8-29 Um fragmento de DNA 
pode ser replicado dentro de uma 
celula bacteriana. Para clonar um deter- 
minado fragmento de DNA, primeiro ele 
e inserido em um vetor plasmidial, como 
mostrado na Figura 8-27. 0 plasmideo de 
DNA recombinante resultante e, entao, 
introduzido em uma bacteria, onde e repli¬ 
cado varios milhoes de vezes quando esta 
se multiplica. Para simplificar, o genoma da 
celula bacteriana nao esta representado. 


preparadas para serem transitoriamente permeaveis a DNA. A medida que essas celulas 
crescem e se dividem, duplicando em numero a cada 30 minutos, os plasmideos recom- 
binantes tambem replicam para produzir um numero enorme de copias de DNA circular 
contendo o DNA estranho (Figura 8-29). Uma vez que as celulas sao rompidas e o DNA 
plasmidial e isolado, o fragmento de DNA clonado pode ser prontamente recuperado 
cortando-o do DNA plasmidial com as mesmas nucleases de restrigao que foram utiliza- 
das para inseri-lo, separando-o do DNA plasmidial por eletroforese em gel. Juntas, essas 
etapas permitem a amplificagao e a purificagao de qualquer segmento de DNA a partir 
do genoma de qualquer organismo. Um vetor plasmidial particularmente util tern como 
base o plasmideo F, que ocorre naturalmente, de E. coli. Diferentemente de plasmideos 
bacterianos menores, o plasmideo F - e seu derivado, o cromossomo artificial bacte- 
riano (BAC, bacterial artificial chromosome) - esta presente em apenas uma ou duas 
copias por celula de E. coli. O fato de que BACs sao mantidos em tais baixos numeros 
significa que podem manter de forma estavel sequencias de DNA bastante longas, ate 1 
milhao de pares de nucleotideos de comprimento. Com apenas poucos BACs presentes 
por bacteria, e menos provavel que os fragmentos de DNA clonados se embaralhem por 
recombinagao com sequencias carregadas em outras copias do plasmideo. Por causa da 
sua estabilidade, capacidade em aceitar grandes insertos de DNA e facil manipulagao, 
os BACs sao atualmente o vetor preferido para manipular grandes fragmentos de DNA 
estranho. Como veremos a seguir, os BACs foram fundamentais na determinagao da se- 
quencia de nucleotideos completa do genoma humano. 



DNA de fita dupla humano 

CLIVAGEM COM 
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RESTRigAO 


Um genoma inteiro pode estar representado em uma biblioteca 
de DNA 

Muitas vezes e conveniente dividir o genoma em fragmentos menores e clonar cada frag¬ 
mento separadamente, usando um vetor plamidial. Essa abordagem e util, pois permite 
aos cientistas trabalharem com facilidade com segmentos menores de um genoma em 
vez dos cromossomos complicados e inteiros. 

Essa estrategia envolve a clivagem do DNA genomico em pequenos pedagos uti- 
lizando uma nuclease de restrigao (ou, em alguns casos, pelo corte mecanico do DNA) 
e ligagao da colegao inteira dos fragmentos de DNA em vetores plasmidiais, usando 
condigoes que favoregam a insergao de um unico fragmento de DNA em cada molecu- 
la plasmidial. Esses plasmideos recombinantes sao, entao, introduzidos em E. coli em 
uma concentragao que assegura que apenas uma molecula de plasmideo seja captada 
por cada bacteria. A colegao de moleculas plamidiais clonadas e conhecida como uma 
biblioteca de DNA. Como os fragmentos de DNA sao derivados diretamente do DNA 
cromossomico do organismo de interesse, a colegao resultante - chamada biblioteca 
genomica - representara o genoma inteiro daquele organismo (Figura 8-30), dividida 
em dezenas de milhares de colonias bacterianas individuais. 
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Figura 8-30 Bibliotecas genomicas humanas contendo fragmentos de DNA que 
representam todo o genoma humano podem ser construidas utilizando nuclea¬ 
ses de restrigao e DNA-ligase. Uma biblioteca genomica consiste em um conjunto de 
bacterias, cada uma portando um fragmento de DNA humano diferente. Para simplificar, 
apenas os fragmentos de DNA coloridos sao mostrados na biblioteca; na realidade, todos 
os fragmentos em cinza tambem estarao representados. 
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Uma estrategia alternative que enriquece os genes que codificam protemas, e ini- 
ciar o processo de clonagem selecionando-se apenas aquelas sequencias de DNA que 
sao transcritas em mRNA e por isso correspondem a genes que codificam protemas. Isso 
e feito extraindo-se o mRNA de celulas e fazendo-se uma copia de DNA de cada molecu- 
la de mRNA presente - chamado de DNA complementar (ou cDNA). Essa reagao de copia 
e catalisada pela enzima transcriptase reversa de retrovirus, que sintetiza uma cadeia de 
DNA complementar a partir de um molde de RNA. As moleculas de cDNA de fita simples 
sintetizadas pela transcriptase reversa sao convertidas pela DNA-polimerase em mole¬ 
culas de cDNA de fita dupla, e essas moleculas sao inseridas em um vetor plasmidial ou 
virus e clonadas (Figura 8-31). Cada clone obtido dessa maneira e chamado de clone 
de cDNA, e a colegao inteira de clones derivados de uma preparagao de mRNA constitui 
uma biblioteca de cDNA. 

A Figura 8-32 ilustra algumas diferengas importantes entre os clones de DNA ge- 
nomico e os clones de cDNA. Os clones genomicos representam uma amostra aleatoria 
de todas as sequencias de DNA em um organismo - codificadoras ou nao codificadoras 
- e com excegoes muito raras sao as mesmas sequencias, independentemente do tipo ce- 
lular utilizado para prepara-los. Em contraste, os clones de cDNA contem apenas aque¬ 
las regioes do genoma que foram transcritas em mRNA. Como as celulas de diferentes 
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Figura 8-31 Sintese de cDNA. 0 mRNA total e extraido de um determinado tecido, e a enzima transcriptase re¬ 
versa (ver Figura 5-62) e utilizada para produzir copias de DNA (cDNA) a partir das moleculas de mRNA. Para sim- 
plificar, a copia de apenas um desses mRNAs em cDNA e ilustrada. Um pequeno oligonucleotideo complementar 
a cauda de poli-A na extremidade 3' do mRNA (discutido no Capitulo 6) e inicialmente hibridizada ao RNA para 
atuar como um iniciador para a transcriptase reversa, que entao copia o RNA em uma cadeia complementar de 
DNA, formando uma helice hibrida de DNA-RNA. 0 tratamento do hibrido DNA-RNA com uma nuclease especia- 
lizada (RNAse H) que ataca apenas o RNA produz quebras e lacunas na fita de RNA. A DNA-polimerase entao co¬ 
pia o cDNA de fita simples remanescente em cDNA de fita dupla. Como a DNA-polimerase pode sintetizar atraves 
das moleculas de RNA ligadas, o fragmento de RNA pareado com a extremidade 3' da primeira fita de DNA nor- 
malmente atua como iniciador para a sintese da segunda fita, como mostrado. Qualquer RNA restante finalmente 
e degradado durante as etapas subsequentes da clonagem. Como resultado, as sequencias de nucleotideos nas 
extremidades 5' das moleculas de mRNA originais frequentemente estao ausentes das bibliotecas de cDNA. 
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Figura 8-32 Diferengas entre clones 
de cDNA e clones de DNA genomico 
derivados de uma mesma regiao do 

DNA. Neste exemplo, o gene A frequen- 
temente nao e transcrito, enquanto o 
gene B frequentemente e transcrito, e 
ambos os genes contem fntrons ( laranja). 
Na biblioteca de DNA genomico, tanto os 
fntrons como o DNA nao transcrito ( cinza) 
estao inclufdos nos clones, e a maioria dos 
clones contem, quando muito, apenas 
parte da sequencia codificadora de urn 
gene ( vermelho ). Nos clones de cDNA, 
as sequences de fntrons ( amarelo) foram 
removidas pelo splicing de RNA durante a 
formagao do mRNA ( azul ), e uma sequen¬ 
cia codificadora contfnua esta presente em 
cada clone. Como o gene B e transcrito 
mais abundantemente do que o gene A 
nas celulas das quais a biblioteca de cDNA 
foi feita, ele esta representado com muito 
mais frequencia do que o gene A na bi¬ 
blioteca de cDNA. Em contraste, A e B sao 
representados igualmente na biblioteca de 
DNA genomico. 


tecidos produzem conjuntos distintos de moleculas de mRNA, uma biblioteca distinta 
de cDNA e obtida para cada tipo de celula utilizada para preparar a biblioteca. 

Bibliotecas genomicas e de cDNA possuem diferentes vantagens 
e desvantagens 

As bibliotecas genomicas sao especialmente uteis na determinagao de sequencias de nu- 
cleotideos de um genoma inteiro. Por exemplo, para determinar a sequencia de nucleo¬ 
tideos do genoma humano, este foi dividido em segmentos de aproximadamente 100 mil 
pares de nucleotideos, onde cada um foi inserido em um plasmideo BAC e amplificado 
em E. coll A biblioteca genomica resultante consistiu de dezenas de milhares de colonias 
bacterianas, cada uma contendo um inserto de DNA humano diferente. A sequencia de 
nucleotideos de cada inserto foi determinada separadamente e a sequencia de todo o 
genoma foi montada a partir dos segmentos individuais. 

A vantagem mais importante dos clones de cDNA, comparada aos clones geno- 
micos, e que eles contem a sequencia codificadora ininterrupta de um gene. Quando o 
objetivo da clonagem, por exemplo, e produzir a proteina em grandes quantidades por 
meio da expressao do gene em uma celula bacteriana ou levedura, e preferivel iniciar 
com cDNA. 

As bibliotecas de cDNA e genomicas sao fontes inesgotaveis amplamente compar- 
tilhadas entre os pesquisadores. Atualmente, varias dessas bibliotecas estao disponiveis 
comercialmente. Como a identidade de cada inserto em uma biblioteca muitas vezes e 
conhecida (por meio do sequenciamento do inserto), frequentemente e possivel enco- 
mendar determinada regiao de um cromossomo (ou, no caso de cDNA, um gene com- 
pleto sem introns que codifica uma proteina) e obte-la pelo correio. 

A clonagem de DNA usando bacterias revolucionou o estudo dos genomas e ainda 
e bastante utilizada atualmente. Entretanto, existe uma maneira ainda mais simples de 
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Figura 8-33 Uma molecula de DNA 
pode sofrer desnaturagao ou rena- 
turagao (hibridizagao). Para que duas 
moleculas fita simples hibridizem, elas 
devem ter sequencias nucleotidicas com- 
plementares que permitam o pareamento 
das bases. Neste exemplo, as fitas em 
vermelho e corde laranja sao complemen- 
tares entre elas, e as fitas em azul e verde 
sao complementares entre elas. Embora a 
desnaturagao por calor seja mostrada, o 
DNA tambem pode ser renaturado apos a 
desnaturagao por tratamento alcalino. 
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clonar DNA, que pode ser realizada totalmente in vitro. Discutiremos essa abordagem, 
chamada de reagao em cadeia da polimerase, a seguir. Entretanto, primeiro precisamos 
rever uma propriedade fundamental do DNA e RNA chamada de hibridizagao. 


A hibridizagao fornece uma maneira simples, mas poderosa, para 
detectar sequencias especfficas de nucleotideos 



Sob condigoes normals, as duas fitas de DNA de uma dupla-helice sao mantidas unidas 
por ligagoes de hidrogenio entre os pares de bases complementares (ver Figura 4-3). Mas 
essas ligagoes nao covalentes relativamente fracas podem ser facilmente rompidas. Essa 
desnaturagao do DNA separara as duas fitas, mas nao rompe as ligagoes covalentes que 
ligam os nucleotideos em cada fita. Possivelmente, a maneira mais simples de conseguir 
essa separagao envolve o aquecimento do DNA ate cerca de 90°C. Quando as condigoes 
sao revertidas - baixando-se lentamente a temperatura -, as fitas complementares se 
unem prontamente para formar novamente a dupla helice. Essa hibridizagao, ou rena- 
turagao do DNA , e promovida pela reconstituigao das ligagoes de hidrogenio entre os 
pares de base complementares (Figura 8-33). Vimos no Capitulo 5 que a hibridizagao do 
DNA sustenta o processo crucial da recombinagao homologa (ver Figura 5-47). 

Essa importante capacidade de uma molecula de acido nucleico de fita simples, 
DNA ou RNA, de formar uma dupla helice com uma molecula de fita simples de uma 
sequencia complementar fornece uma tecnica sensivel e poderosa para detectar sequen¬ 
cias nucleotidicas especificas. Atualmente, simplesmente se planeja uma molecula de 
DNA de fita simples curta (chamada de sonda de DNA) que e complementar a sequencia 
de nucleotideos de interesse. Como as sequencias nucleotidicas de tantos genomas sao 
conhecidas - e sao armazenadas em bancos de dados publicamente acessiveis -, plane- 
jar uma sonda para hibridizar em qualquer parte de uma genoma e simples. As sondas 
sao de fita simples, normalmente com 30 nucleotideos de comprimento, e normalmente 
sao sintetizadas quimicamente por um servigo comercial por alguns centavos de dolar 
por nucleotideo. Uma sequencia de DNA de 30 nucleotideos ocorrera ao acaso apenas 
uma vez a cada 1 x 10 18 nucleotideos (4 30 ); assim, mesmo no genoma humano de 3 x 10 9 
pares de nucleotideos, uma sonda de DNA planejada para parear com uma sequencia 
de 30 nucleotideos provavelmente nao hibridizara ao acaso em qualquer outro local no 
genoma. Isso, e claro, presumindo-se que a sequencia complementar a sonda nao ocorra 
muitas vezes no genoma, condigao que pode ser verificada previamente pela varredura 
da sequencia genomica in silico (utilizando um computador) e planejando sondas que 
formem pares apenas em um local. A hibridizagao pode ser estabelecida de tal forma que 
mesmo um unico nao pareamento previna a hibridizagao com sequencias “quase aci- 
dentais ; ! A especificidade requintada da hibridizagao dos acidos nucleicos pode ser facil¬ 
mente apreciada no experimento de hibridizagao in situ (“no local" em latim) mostrado 
na Figura 8-34. Como veremos neste capitulo, a hibridizagao de acidos nucleicos possui 

Figura 8-34 A hibridizagao in situ pode ser utilizada para localizar genes em cromossomos isolados. Aqui, 
seis sondas de DNA diferentes foram utilizadas para marcar as localizagoes de suas sequencias nucleotidicas comple- 
mentares no Cromossomo 5 humano, isolado a partir de uma celula mitotica em metafase (ver Figura 4-59 e Painel 
17-1, p. 980-981). As sondas de DNA foram marcadas com diferentes grupamentos quimicos (ver Figura 8-26B) e 
foram detectadas usando anticorpos fluorescentes especificos para esses grupamentos. 0 DNA cromossomico foi 
parcialmente desnaturado, permitindo que as sondas formem pares de bases com suas sequencias complementares. 
Ambas as copias, materna e paterna, do cromossomo 5 sao mostradas, alinhadas lado a lado. Cada sonda gera dois 
pontos em cada cromossomo, uma vez que cromossomos em mitose ja replicaram seu DNA e, assim, cada cromos¬ 
somo contem duas helices de DNA identicas. A tecnica aqui empregada e chamada de hibridizagao de fluorescencia 
in situ (FISH, fluorescence in situ hybridization). (Cortesia de David C. Ward.) 
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varios usos na biologia molecular e celular modernas; um dos mais poderosos e na clona- 
gem de DNA pela reagao em cadeia da polimerase, como discutiremos a seguir. 

Genes podem ser clonados in vitro utilizando PCR 

As bibliotecas genomicas e de cDNA ja foram a unica maneira de clonar genes e ainda 
sao utilizadas para clonagem de genes muito grandes e para sequenciar genomas intei- 
ros. Entretanto, um metodo poderoso e versatil para amplificar DNA, conhecido como 
reagao em cadeia da polimerase (PCR), fornece uma abordagem mais rapida e direta 
para clonar DNA, particularmente de organismos cuja sequencia genomica completa 
seja conhecida. Atualmente, uma vez que as sequencias genomicas sao abundantes, a 
maior parte das clonagens e realizada por PCR. 

Inventada nos anos de 1980, a PCR revolucionou a maneira do DNA e do RNA se- 
rem analisados. A tecnica pode amplificar qualquer sequencia nucleotidica de forma 
seletiva e e toda realizada em um tubo de ensaio. A eliminagao da necessidade pelas 
bacterias torna a PCR conveniente e rapida - bilhoes de copias de um nucleotideo po¬ 
dem ser geradas em questao de horas. Iniciando a partir de um genoma inteiro, a PCR 
permite a amplificagao do DNA de uma regiao especifica, selecionada pelo pesquisador, 
“purificando” de forma efetiva este DNA a partir do restante do genoma que nao e am- 
plificado. Pelo seu poder de amplificar grandes quantidades de acidos nucleicos, a PCR e 
notavelmente sensivel: o metodo pode ser utilizado para detectar tragos de quantidades 
de DNA em uma gota de sangue deixada em uma cena de crime ou em algumas copias 
do genoma viral em uma amostra de sangue do paciente. 

O sucesso da PCR depende tanto da seletividade da hibridizagao do DNA como da 
capacidade da DNA polimerase em copiar um molde de DNA, de forma fiel por repetidos ci- 
clos de replicagao in vitro. Como discutido no Capitulo 5, esta enzima adiciona nucleotideos 
a extremidade 3' de uma fita de DNA crescente (ver Figura 5-4). Para copiar o DNA, a poli¬ 
merase requer um oligonucleotideo iniciador - uma sequencia curta de nucleotideos que 
fornece uma extremidade 3' a partir da qual a sintese pode iniciar. Para PCR, os iniciadores 
sao planejados pelo pesquisador, sintetizados quimicamente e, por meio da hibridizagao ao 
DNA genomico, “informant” a polimerase qual parte do genoma deve ser copiada. Como 
discutido na segao anterior, os iniciadores deDNA (em essentia, o mesmo tipo de moleculas 
das sondas de DNA, mas sem a marcagao radioativa ou fluorescente) podem ser desenha- 
dos para localizar de forma unica qualquer posigao em um genoma. 

PCR e um processo iterativo no qual o ciclo de amplificagoes e repetido duzias de 
vezes. No inicio de cada ciclo, as duas fitas do molde de DNA de fita dupla sao separadas 
e um iniciador diferente e anelado a cada uma. Esses iniciadores marcam os limites da 
direita e da esquerda do DNA a ser amplificado. Permite-se entao que a DNA polime¬ 
rase replique cada fita de forma independente (Figura 8-35). Nos ciclos subsequentes, 
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Figura 8-35 Um par de iniciadores promove a sintese de um segmento de DNA de interesse em um tubo de ensaio. Cada ciclo da PCR inclui tres 
etapas: (1) 0 DNA de fita dupla e aquecido brevemente para separar as duas fitas. (2) 0 DNA e exposto a uma quantidade excessiva de um par iniciadores 
especificos - projetados para limitar a regiao do DNA a ser amplificada - e a amostra e resfriada para permitir que os iniciadores hibridizem com as sequencias 
complementares nas duas fitas de DNA. (3) Essa mistura e incubada com DNA-polimerase e os quatro desoxirribonucleosideos trifosfato, de modo que o DNA 
possa ser sintetizado, a partir dos dois iniciadores. Para amplificar o DNA, o ciclo e repetido muitas vezes por meio do reaquecimento da amostra para separar as 
fitas de DNA recem-sintetizadas (ver Figura 8-36). 

A tecnica depende do uso de uma DNA-polimerase especial isolada a partir de uma bacteria termofflica; essa polimerase e estavel a temperaturas muito 
mais altas do que as DNA-polimerases eucarioticas, assim ela nao e desnaturada pelo tratamento de calor mostrado na etapa 1. Portanto, essa enzima nao 
precisa ser adicionada novamente apos cada ciclo. 
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FINAL DO SEGUNDO CICLO (produz quatro TERCEIRO CICLO (produz oito 

PRIMEIRO CICLO moleculas de DNA de fita dupla) moleculas de DNA de fita dupla) 

Figura 8-36 A PCR utiliza repetidos ciclos de separagao das fitas, hibridizacao e sfntese para amplificar DNA. Como o procedimento resumido na 
Figura 8-35 e repetido, todas os fragmentos recem-sintetizados servem como molde, no proximo ciclo. Uma vez que a polimerase e os oligonucleotideos inicia- 
dores permanecem na amostra apos o primeiro ciclo, a PCR simplesmente envolve o aquecimento e entao o resfriamento da mesma amostra, no mesmo tubo 
de ensaio, repetidamente. Cada ciclo duplica a quantidade de DNA sintetizada no ciclo anterior, de modo que dentro de poucos ciclos, o DNA predominante 
seja identico a sequencia delimitada pelos dois iniciadores no molde original, incluindo a sequencia destes. No exemplo aqui ilustrado, tres ciclos de reagao 
produzem 16 cadeias de DNA, 8 das quais (em amarelo) correspondem exatamente a uma ou a outra fita da sequencia original. Apos mais de quatro ciclos, 
240 de 256 cadeias de DNA correspondent exatamente a sequencia original, e apos varios ciclos adicionais, essencialmente todas as fitas de DNA terao esse 
comprimento. Normalmente, 20 a 30 ciclos sao realizados para efetivamente clonar uma regiao de DNA iniciando a partir do DNA genomico; o resto do geno- 
ma permanece nao amplificado e, portanto, sua concentragao e negligenciavel comparada com a da regiao amplificada (Animagao 8.2). 


todas as moleculas de DNA recem-sintetizadas produzidas pela polimerase servem de 
molde para o proximo ciclo de replicagao (Figura 8-36). Por meio desse processo iterativo 
de amplificagao, muitas copias da sequencia original podem ser produzidas, bilhoes apos 
cerca de 20 a 30 ciclos. 

Atualmente, a PCR e o metodo de escolha para clonar fragmentos de DNA relati- 
vamente curtos (digamos, abaixo de 10 mil pares de nucleotideos). Cada ciclo demora 
aproximadamente apenas 5 minutos, e a automagao de todo o procedimento permite a 
clonagem, na ausencia de celulas, de um fragmento de DNA em poucas horas. O molde 
original para PCR pode ser DNA ou RNA, dessa forma, esse metodo pode ser utilizado para 
obter um clone genomico (completo com introns e exons) ou uma copia de cDNA de um 
mRNA (Figura 8-37). 

A PCR tambem e utilizada para diagnostico e aplicagoes forenses 

O metodo de PCR e extraordinariamente sensivel e pode detectar uma unica molecula 
de DNA em uma amostra se ao menos parte da sequencia daquela molecula for conhe- 
cida. Os tragos de RNA podem ser analisados da mesma maneira, sendo transcritos pri¬ 
meiro em DNA com a transcriptase reversa. Por essas razoes, a PCR e frequentemente 
empregada para usos que vao alem da simples clonagem. Por exemplo, o metodo pode 
ser utilizado para detectar patogenos invasores em estagios bastante iniciais da infecgao. 
Nesse caso, sequencias curtas complementares a um segmento do genoma do agentes 
infecciosos sao utilizadas como iniciadores e, apos muitos ciclos de amplificagao, mes¬ 
mo poucas copias de uma bacteria invasora ou genoma viral em uma amostra de um 
paciente podem ser detectadas (Figura 8-38). Para muitas infecgoes, a PCR substituiu o 
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Figura 8-37 A PCR pode ser utilizada 
para obter clones genomicos ou de 
cDNA. (A) Para utilizar a PCR para clonar 
um segmento de DNA cromossomico, o 
DNA genomico total e inicialmente purifi- 
cado a partir de celulas. Os iniciadores da 
PCR que flanqueiam a fita de DNA a ser 
clonada sao adicionados, e varios ciclos de 
PCR sao completados (ver Figura 8-36). 
Como apenas o DNA entre (e incluido) 
os iniciadores e amplificado, a PCR prove 
uma maneira de obter de forma seletiva 
qualquer extensao de DNA cromossomico 
de forma efetivamente pura. (B) Para uti¬ 
lizar a PCR para obter um clone de cDNA 
de um gene, o mRNA total e inicialmente 
purificado a partir das celulas. 0 primeiro 
iniciador e adicionado a populagao de 
mRNAs e a transcriptase reversa e utilizada 
para produzir uma fita de DNA comple- 
mentar a sequencia de RNA especifica de 
interesse. 0 segundo iniciador e, entao, 
adicionado, e a molecula de DNA e ampli- 
ficada em varios ciclos de PCR. 


uso de antibioticos contra moleculas microbianas para detectar a presenga do invasor. 
Ela tambem e utilizada para verificar a autenticidade de uma fonte de alimento - por 
exemplo, se uma amostra de carne realmente vem de um bovino. 

Finalmente, a PCR atualmente e bastante utilizada na area forense. A extrema sen- 
sibilidade do metodo permite aos investigadores forenses isolar um DNA a partir de tra- 
gos minimos de sangue humano ou outro tecido para obter a impressao digital de DNA 
{DNA fingerprint) de uma pessoa que deixou a amostra para tras. Com a possivel excegao 
de gemeos, o genoma de cada ser humano difere na sequencia de DNA daquele de qual- 
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Figura 8-38 A PCR pode ser utilizada para detectar a presenga de um genoma viral em uma amostra 
de sangue. Devido a sua capacidade em amplificar muito o sinal a partir de uma unica molecula de acido 
nucleico, a PCR e um metodo extraordinariamente sensfvel para detectar quantidades-trago de virus em uma 
amostra de sangue ou tecido, sem a necessidade de purificar o virus. Para o HIV, o virus que causa Aids, o geno¬ 
ma e uma molecula de RNA de fita simples, como ilustrado aqui. Alem do HIV, muitos outros virus que infectam 
os humanos atualmente sao detectados dessa forma. 
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(B) Individuo A 







Figura 8-39 A PCR e utilizada na ciencia forense para distinguir um individuo de outro. As sequences de DNA analisadas sao repetigoes curtas em 
sequencia (STRs, short tandem repeats) compostas por sequences como CACACA... ou GTGTGT... As STRs sao encontradas em varias posigoes (locus) no ge- 
noma humano. 0 numero de repetigoes em cada locus STR e bastante variavel na populagao, variando de 4 a 40 em diferentes individuos. Por causa da variabi- 
lidade nessas sequencias, os individuos normalmente herdam um numero diferente de repetigoes em cada locus STR a partir de sua mae e de seu pai; portanto, 
dois individuos nao relacionados raramente contem o mesmo par de sequencias em um determinado locus STR. (A) A PCR utilizando iniciadores que reconhe- 
cem sequencias unicas em cada lado de um determinado locus STR produzem um par de bandas de DNA amplificado a partir de cada individuo, uma banda 
que representa a variante da STR materna e a outra que representa a variante da STR paterna. 0 comprimento do DNA amplificado, e, portanto, sua posigao 
apos a eletroforese em gel, dependera do numero exato de repetigoes no locus. (B) No exemplo esquematico mostrado aqui, os mesmos tres loci sao analisados 
em amostras a partir de tres suspeitos (individuos A, B e C), produzindo seis bandas para cada individuo. Embora pessoas diferentes possam ter varias bandas 
em comum, o padrao geral e bastante distinto para cada pessoa. 0 padrao de bandas pode, portanto, servir como uma "impressao digital do DNA" para iden- 
tificar um individuo de forma unica. A quarta canaleta (F) contem os produtos da mesma amplificagao por PCR realizada com uma amostra de DNA forense 
hipotetica, que pode ter sido obtida a partir de um unico fio de cabelo ou de uma mancha de sangue minuscula deixada na cena do crime. 

Quanto mais locus forem examinados, maior confiabilidade se pode ter sobre os resultados. Quando examinamos a variabilidade em 5 a 10 locus STR 
diferentes, a probabilidade de dois individuos ao acaso terem a mesma impressao digital e de aproximadamente 1 em 10 bilhoes. No caso aqui mostrado, os 
individuos A e C podem ser eliminados das investigagoes, enquanto B e um evidente suspeito. Uma abordagem similar e utilizada rotineiramente para teste de 
paternidade. 
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quer outra pessoa na Terra. Utilizando pares iniciadores que tern como alvo sequencias 
genomicas que sao conhecidas por serem bastante variaveis na populagao humana, a 
PCR torna possivel gerar uma impressao digital de DNA distinta para qualquer individuo 
(Figura 8-39). Tais analises forenses podem ser usadas nao apenas para ajudar a identi- 
ficar individuos que cometeram crimes, mas tambem - com a mesma importancia - para 
exonerar individuos que foram acusados injustamente. 

Tanto o DNA como o RNA podem ser rapidamente sequenciados 

A maioria dos metodos atuais de manipulagao do DNA, RNA e protemas baseia-se no 
conhecimento previo da sequencia de nucleotideos do genoma de interesse. Mas como 
essas sequencias foram determinadas pela primeira vez? E como as novas moleculas de 
DNA e RNA sao sequenciadas atualmente? No final dos anos 1970, pesquisadores desen- 
volveram algumas estrategias para determinar, de forma simples e rapida, a sequencia de 
nucleotideos de qualquer fragmento de DNA purificado. O metodo que se tornou o mais 
amplamente utilizado e chamado de sequenciamento didesoxi ou sequenciamento de 
Sanger (Painel 8-1). Esse metodo foi utilizado para determinar a sequencia de nucleoti¬ 
deos de varios genomas, incluindo aqueles de E. coli, moscas-das-frutas, vermes nema- 
todeos, camundongos e humanos. Hoje, metodos mais baratos e rapidos sao utilizados 
rotineiramente para sequenciar DNA, e mesmo estrategias mais eficientes estao sendo 
desenvolvidas (ver Painel 8-1). A sequencia “referenda” do genoma humano, completada 
em 2003, custou mais de 1 bilhao de dolares e teve varios cientistas do mundo trabalhan- 
do em conjunto por 13 anos. O enorme progresso realizado na decada passada tornou 
possivel uma unica pessoa completar a sequencia de um genoma humano individual em 
menos de um dia. 

Os metodos resumidos no Painel 8-1 para o sequenciamento rapido do DNA tambem 
podem ser aplicados para o RNA. Embora metodos estejam sendo desenvolvidos para se¬ 
quenciar o RNA diretamente, e mais comum fazer-se a conversao do RNA para o DNA com- 
plementar (usando transcriptase reversa) e usar um dos metodos descritos para o sequen¬ 
ciamento do DNA. E importante lembrar que embora o genoma permanega o mesmo de 
celula para celula e de tecido para tecido, o RNA produzido a partir do genoma pode variar 
muito. Veremos mais adiante neste capitulo que sequenciar o repertorio inteiro de RNA de 
uma celula ou tecido (conhecido como sequenciamento profundo de RNA ou RNA-seq) e 
uma maneira poderosa de compreender como a informagao presente no genoma e utiliza- 
da por diferentes celulas sob diferentes circunstancias. Na proxima segao, veremos como o 
RNA-seq tambem se tornou uma ferramenta valiosa para anotagao de genomas. 

Para serem uteis, sequencias genomicas devem ser anotadas 

Longas extensoes de nucleotideos, ao primeiro olhar, nao revelam nada sobre como essa 
informagao genetica controla o desenvolvimento de um organismo vivo - ou mesmo que 
tipos de moleculas de DNA, proteina e RNA sao produzidas por um genoma. O processo 
de anotagao do genoma tenta definir todos os genes (tanto os que codificam como os 
que nao codificam protemas) em um genoma e atribuir um papel para cada um. O pro¬ 
cesso tambem procura compreender tipos mais sutis de informagao genomica, como 
sequencias reguladoras cis que especificam o momento e o local que determinado gene 
e expressado e se seu mRNA sofre splicing alternative para produzir diferentes isoformas 
de protemas. Certamente, essa e uma tarefa intimidadora e estamos longe de completa- 
-la para qualquer forma de vida, mesmo para a bacteria mais simples. Para varios or- 
ganismos, sabemos o numero aproximado de genes e, para organismos muito simples, 
compreendemos as fungoes de cerca da metade dos seus genes. 

Nesta segao, discutiremos amplamente como os genes sao identificados nas se¬ 
quencias genomicas e quais informagoes podemos reconhecer sobre seus papeis pela 
simples inspegao de suas sequencias. Mais adiante no capitulo, nos concentramos no 
problema mais dificil, o de determinar experimentalmente a fungao genica. 
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O sequenciamento didesoxi, ou sequenciamento de 
Sanger (nome do cientista que inventou o metodo), 
utiliza a DNA-polimerase com nucleotfdeos 
terminadores de cadeia, chamados de 
didesoxirribonucleosfdeos trifosfato ( esquerda ), 
para fazer copias parciais do fragmento de DNA a 
ser sequenciado. Esses ddNTPs sao derivados dos 
desoxirribonucleosfdeos trifosfato normais que nao 
tern o grupo hidroxila 3'. Quando incorporado em 
uma fita crescente de DNA, eles bloqueiam o 
alongamento daquela fita. 


SEQUENCIAMENTO DIDESOXI MANUAL 

Para determinar a sequencia completa de um 
fragmento de fita simples de DNA ( cinza ), o DNA 
e primeiro hibridizado com um iniciador de DNA 
curto ( laranja ), que e marcado com um corante 
fluorescente ou radioisotopo. A DNA-polimerase e 
um excesso de quatro desoxirribonucleosfdeos 
trifosfato normais (A, C, G ou T em azul) sao 
adicionados ao DNA com o iniciador, e sao entao 
divididos em quatro tubos de reagao. Cada um 
desses tubos recebe uma pequena quantidade de 
um unico didesoxirribonucleosideo trifosfato 
terminador de cadeia (A, C, G ou T em vermelho). 
Como esses apenas serao incorporados 
ocasionalmente, cada rea^ao produz um conjunto 
de copias de DNA que terminam em diferentes 
pontos na sequencia. 

Os produtos dessas quatro rea^oes sao separados 
por eletroforese em quatro canaletas paralelas de 
um gel de poliacrilamida (marcados aqui como A, 

T, C e G). Em cada canaleta, as bandas 
representam os fragmentos que foram terminados 
em um dado nucleotfdeo, mas em diferentes 
posigoes no DNA. Fazendo a leitura das bandas 
em ordem, iniciando no final do gel e passando 
por todas as canaletas, a sequencia de DNA da 
nova fita sintetizada podera ser determinada (ver 
Figura 8-25C). A sequencia mostrada na seta 
verde, a direita do gel, e complementar a 
sequencia da fita simples original (cinza). 


3' CGTATACAGTCAGGTC 5' 
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SEQUENCIAMENTO DIDESOXI 
AUTOMATIZADO 

Mistura de produtos de DNA, cada um contendo 
um ddNTP terminador de cadeia com um marcador 
fluorescente diferente 
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(B) TT TATA T T A T A A AT A G TT GTAAT AT T 


As maquinas totalmente automatizadas podem processar rea^oes 
de sequenciamento didesoxi. (A) O metodo automatizado utiliza 
uma quantidade excessiva de dNTPs normais mais uma mistura de 
quatro ddNTPs diferentes terminadores de cadeia, cada um ligado a 
um marcador fluorescente de cor diferente. Os produtos da rea^ao 
sao aplicados em um fino e longo gel capilar e separados por 
eletroforese. Uma camara (nao mostrada) le a cor de banda 
conforme ela se move pelo gel e alimenta os dados em um 
computador que monta a sequencia. (B) Uma pequena parte dos 
dados a partir de uma corrida de sequenciamento automatico. Cada 
pico colorido representa um nucleotfdeo na sequencia de DNA. 


























































SEQUENCIANDO GENOMAS INTEIROS 


O sequenciamento shotgun: para determinar a sequencia de nucleotfdeos de um 
genoma inteiro, o DNA genomico e primeiramente fragmentado em pedagas 
pequenos e uma biblioteca genomica e construfda, normalmente usando 
plasmfdeos e bacterias (ver Figura 8-30). No sequenciamento shotgun, a sequencia 
de nucleotfdeos de dezenas de milhares de clones individuals e determinada; a 
sequencia genomica inteira e, entao, reconstrufda agrupando (in silico) a sequencia 
de nucleotfdeos de cada clone, usando as sobreposigaes entre clones como guia. 

O metodo shotgun funciona bem para genomas pequenos (como aqueles de virus 
e bacterias) que nao possuem DNA repetitivo. 


Clones BAC: a maioria dos genomas de plantas e animais e 
grande (muitas vezes acima de 10 9 pares de nucleotfdeos) e 
contem quantidades grandes de DNA repetitivo espalhado 
pelo genoma. Como a sequencia de nucleotfdeos de um 
fragmento de DNA repetitivo ira "sobrepor" cada 
ocorrencia de DNA repetido, e diffcil, se nao impossfvel, 
agrupar os fragmentos em uma unica ordem apenas pelo 
metodo shotgun. 


Multiplas copias 
do genoma 


Fragmenta^ao 

aleatoria 






Sequencia de uma 
fita dos fragmentos 

gttcagcattg - Sequencias 

de dois 


-GCCATTAGTTCA 


fragmentos 


Sequencia original 
reconstrufda com base na 
sobreposi^ao de sequences 


-GCCATTAGTTCAGCATTG- 


Para contornar esse problema, o genoma humano foi 
dividido inicialmente em fragmentos de DNA muito 
grandes (cada um com aproximadamente 100 mil pares de 
nucleotfdeos) e clonado em BACs (ver p. 469). A ordem das 
BACs ao longo do cromossomo foi determinada pela 
comparagjo do padrao dos sftios de clivagem das enzimas 
de restrigao em um determinado clone BAC com o do 
genoma inteiro. Dessa forma, determinado clone BAC 
pode ser mapeado, por exemplo, para o braga esquerdo 


do cromossomo 3 humano. Uma vez que uma colegjo de clones 
BAC abrangendo todo o genoma foi obtida, cada BAC foi 
sequenciado pelo metodo shotgun. No final, as sequences de 
todos os insertos de BAC foram agrupadas usando o 
conhecimento da posi^ao de cada inserto de BAC no genoma 
humano. Ao todo, aproximadamente 30 mil clones BAC foram 
sequenciados para completar o genoma humano. 


Sftios de clivagem para as endonucleases de restri^ao A, B, C, D e E 


Milhares de genomas de indivfduos 


Mapa de restrigao 

Je um segmento do 5 
genoma humano 
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humanos ja foram sequenciados e nao e 
necessario reconstruir cuidadosamente a 

▼ T 

T 

T 
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ordem das "leituras" das sequencias de 

DNA a cada vez; elas sao simplesmente 
agrupadas usando a ordem 
determinada a partir do projeto de 
sequenciamento do genoma humano 
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original. Por essa razao, 0 
ressequenciamento, termo utilizado 

BAC individuals 


T 

▼ 

TT 

T 

T 


quando 0 genoma de uma especie e 
sequenciado novamente (mesmo sendo 
de um indivfduo diferente) e muito mais 
facil do que 0 sequenciamento original. 
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TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE SEGUNDA GERA^AO 


O metodo didesoxi tornou possfvel sequenciar os genomas de 
humanos e da maioria dos outros organismos discutidos neste 
livro. Mas metodos mais novos, desenvolvidos desde 2005, 
tornaram o sequenciamento de genomas ainda mais rapido e 
muito mais economico. Com esses metodos de sequenciamento 
chamados de metodos de segunda geragjo, o custo do 
sequenciamento de DNA diminui drasticamente. Sem surpresas, o 
numero de genomas que foram sequenciados aumentou muito. 
Esses metodos rapidos permitem que multiplos genomas sejam 
sequenciados em paralelo em questao de semanas, permitindo 
aos investigadores examinar milhares de genomas individuals 
humanos, catalogar as varia^oes nas sequences de nucleotfdeos 


de pessoas em volta do mundo e descobrir mutagtes que 
aumentam o risco de varias doen^as, do cancer ao autismo. 

Esses metodos tambem tornaram possfvel determinar a sequencia 
genomica de especies extintas, incluindo o homem de 
Neanderthal e o mamute-lanudo (Anima^ao 8.3). Com o 
sequenciamento do genoma de varias especies relacionadas, 
tambem foi possfvel compreender a base molecular dos 
eventos-chave evolutivos na arvore da vida, como as "invengaes" 
da multicelularidade, visao e linguagem. A capacidade de 
sequenciar rapidamente o DNA teve impactos muito maiores em 
todos os ramos da biologia e medicina; e quase impossfvel 
imaginar onde estarfamos sem esse metodo. 



















































SEQUENCIAMENTO ILLUMINA® 


Varios metodos de sequenciamento de segunda gera^ao 
estao em uso atualmente e discutiremos dois dos mais 
comuns. Ambos se baseiam na constru^ao de bibliotecas de 
fragmentos de DNA que representam, ao todo, o DNA do 
genoma. Em vez de usar celulas bacterianas para gerar essas 
bibliotecas, como vimos na Figura 8-30, elas foram feitas 
usando a amplifica^ao por PCR de bilhoes de fragmentos de 
DNA, cada urn ligado a urn suporte solido. A amplificagao e 


feita de modo que as copias geradas por PCR, em vez de 
flutuar em solu^ao, permanecem ligadas na proximidade do 
fragmento de DNA original. Esse processo gera grupamentos 
de fragmentos de DNA, nos quais cada grupamento contem 
cerca de mil copias identicas de urn pequeno pedaga do 
genoma. Esses grupamentos - 1 bilhao, dos quais podem se 
combinar em uma unica lamina ou placa - sao, entao, 
sequenciados ao mesmo tempo; ou seja, em paralelo. 



Lamina mostrando 
grupamentos individuals de 
moleculas de DNA geradas 
por PCR. Cada grupamento 
carrega cerca de mil 
moleculas de DNA identicas; 
as quatro cores sao 
produzidas pela 
incorporado de C, G, A ou 
T, cada uma com urn 
fluoroforo de cor diferente. 
A imagem foi obtida logo 
depois que urn nucleotfdeo 
fluorescente foi incorporado 
em uma cadeia de DNA 
crescente. (De lllumina 
Sequencing Overview, 

2013.) 


Urn metodo, conhecido como sequenciamento lllumina, tern 
como base o metodo didesoxi descrito anteriormente, mas 
com algumas inovagaes. Aqui, cada nucleotfdeo esta ligado a 
uma molecula fluorescente removfvel (uma cor diferente para 
cada uma das quatro bases) assim como urn aduto qufmico 
especial terminador de cadeia: em vez de urn grupamento 
3'-OH, como no sequenciamento didesoxi convencional, os 
nucleotfdeos carregam urn grupamento qufmico que bloqueia 
a elongagao pela DNA-polimerase, mas que pode ser 
removida quimicamente. O sequenciamento e, entao, 
realizado como a seguir: os quatro nucleotfdeos marcados 
fluorescentemente e a DNA-polimerase sao adicionados a 
bilhoes de grupamentos de DNA imobilizados sobre uma 
lamina. Apenas o nucleotfdeo apropriado (que e 
complementar ao proximo nucleotfdeo no molde) e 


incorporado covalentemente a cada grupamento; os 
nucleotfdeos nao incorporados sao removidos por lavagens e 
uma camara digital de alta resolugio capta uma imagem que 
registra qual dos quatro nucleotfdeos foi adicionado a cadeia 
em cada grupamento. A marca fluorescente e o grupamento 
bloqueador 3'-OH sao, entao, removidos enzimaticamente, 
lavados e o processo e repetido muitas vezes. Dessa forma, 
bilhoes de rea^oes de sequenciamento sao realizadas 
simultaneamente. Pelo acompanhamento das mudan^as de 
cor que ocorrem em cada grupamento, a sequencia de DNA 
representada em cada ponto pode ser lida. Embora cada 
sequencia individual lida seja relativamente curta 
(aproximadamente 200 nucleotfdeos), as bilhoes que sao 
realizadas simultaneamente podem produzir o equivalente a 
varios genomas humanos em cerca de um dia. 


Imagem captada 

Molde 



removido removido 

modificados, aquisigao de imagem e remogao do 
bloqueador 3' e do grupo fluorescente leva menos de 1 
hora. Cada grupamento sobre a lamina contem varias 
copias de segmentos curtos aleatorios diferentes de um 
genoma; na preparagao dos grupamentos, a sequencia de 
DNA (especificada pelo pesquisador) e unida a cada copia 
em cada grupamento e um iniciador complementar a esta 
sequencia e utilizado para iniciar a reagao de alongamento 
pela DNA-polimerase. 


Princfpio por tras do sequenciamento lllumina. Essa reagao e 
realizada em etapas, em bilhoes de grupamentos de DNA de 
uma so vez. O metodo se baseia em uma camara digital que faz 
uma varredura rapida de todos os grupamentos de DNA, depois 
de cada ciclo de incorporado dos nucleotfdeos modificados. 

A sequencia de DNA de cada grupamento e, entao, 
determinada pela sequencia de mudan^as de cor que 
ocorrem conforme a reagao de elongado procede por 
etapas. Cada ciclo de incorporado dos nucleotfdeos 









SEQUENCIAMENTO ION TORRENT™ 

Outra estrategia amplamente utilizada para o 
sequenciamento rapido e chamada de metodo ion torrent. 
Nesse metodo, o genoma e fragmentado e os fragmentos 
individuais sao ligados a esferas microscopicas. Utilizando PCR, 
cada fragmento de DNA e, entao, amplificado de modo que 
copias dele finalmente cubram a esfera na qual ele foi ligado 
inicialmente. Esse processo produz uma biblioteca de bilhoes 
de esferas individuais, cada uma coberta com copias identicas 
de um determinado fragmento de DNA. 

Como em uma caixa de ovos, as esferas sao colocadas em 
po^os individuais em um arranjo que pode guardar bilhoes de 
esferas em uma polegada quadrada. A sfntese de DNA e, 
entao, iniciada em cada esfera com um oligonucleotfdeo 
iniciador. Um fon hidrogenio (H + ) e liberado (com pirofosfato) 
cada vez que um nucleotfdeo e incorporado em uma cadeia 


de DNA crescente (ver Figura 5-3), e o metodo de fon torrent e 
baseado nesse simples fato. O arranjo de esferas e lavado com 
cada um dos quatro nucleotfdeos, um de cada vez; quando um 
nucleotfdeo e incorporado no DNA de determinada esfera, a 
libera^ao de um fon H + altera o pH, que e registrado por um 
chip semicondutor localizado logo abaixo do arranjo de po^os. 
Dessa forma, a sequencia de DNA em determinada esfera pode 
ser lida a partir de um padrao de altera^oes de pH observadas 
quando os nucleotfdeos eram lavados sobre as esferas. 
Semelhantemente a um sensor de alta resolugao em uma 
camara digital o chip semiconductor do fon torrent pode 
registrar quantidades enormes de informagjo e, dessa forma, 
rastrear as bilhoes de rea^oes de sequenciamento em paralelo. 
Atualmente, utilizando esta tecnologia e possfvel, usando um 
unico chip, determinar as sequences de nucleotfdeos de alguns 
genomas humanos em apenas poucas horas. 


Esfera coberta com 



Sequenciamento de DNA pelo metodo fon torrent. Esferas, cada uma coberta 
com uma molecula de DNA que foi amplificada muitas vezes, sao colocadas 
em pogas junto com oligonucleotfdeos iniciadores e DNA-polimerase. 
Conforme os nucleotfdeos lavam sequencialmente as esferas, aqueles 
incorporados pela polimerase causam uma alteragao no pH. No exemplo 
mostrado, um A e incorporado; assim, o molde deve ter um T nessa posi^ao. 
Como as esferas sao lavadas pelos quatro nucleotfdeos sequencialmente, a 
sequencia do DNA em cada esfera pode ser "lida" pelo padrao de flutua^oes 
no pH. Bilhoes de esferas sao monitoradas de uma so vez por um chip 
semiconductor sensfvel a voltagem localizado abaixo do arranjo de esferas. 
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O FUTURO DO SEQUENCIAMENTO DE DNA 

Metodos de sequenciamento de DNA ainda mais atualizados, e 
potencialmente mais rapidos, estao sendo desenvolvidos. Algumas dessas 
tecnologias de "terceira gera^ao" evitam as etapas de amplifica^ao de 
DNA e determinam a sequencia de moleculas unicas de DNA. Em uma 
tecnica, uma molecula de DNA e empurrada por um canal muito estreito, 
como passar uma linha pelo buraco da agulha. A medida que a molecula 
de DNA se move pelo poro, ela gera correntes eletricas que dependem da 
sua sequencia de nucleotfdeos; o padrao das correntes pode, entao, ser 
usado para deduzir a sequencia de nucleotfdeos. Outros metodos 
visualizam moleculas de DNA unicas usando microscopia de for^a 
eletronica ou atomica; a sequencia de nucleotfdeos e lida a partir das 
pequenas diferen^as na "aparencia" do DNA quando este e escaneado. 
Finalmente, outro metodo tern como base a imobilizagao de uma unica 
molecula de DNA polimerase (com um molde) e a medi^ao do tempo de 
"residencia" de cada um dos quatro nucleotfdeos, 
que sao marcados com corantes fluorescentes 
removfveis. Os nucleotfdeos que permanecem por 
mais tempo na polimerase (antes do corante ser 
removido) sao aqueles incorporados pela 
polimerase. Embora os dois metodos que 
descrevemos em detalhes (lllumina e fon torrent) 
atualmente sao muito usados, e provavel que 
metodos mais rapidos e economicos continem a 
ser desenvolvidos. 

Estao mostrados aqui os custos do 
sequenciamento de genoma humano, que variou 
de 100 milhoes de dolares em 2001 a cerca de mil 
dolares no final de 2014. (Dados do National 
Human Genome Research Initiative.) 
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Figura 8-40 Encontrando as regioes 
em uma sequencia de DNA que codifi- 
cam uma proteina. (A) Qualquer regiao 
da sequencia de DNA pode, em princfpio, 
codificar seis sequences diferentes de 
aminoacidos, pois qualquer uma das 
tres fases de leitura diferentes pode ser 
utilizada para interpretar a sequencia de 
nucleotideos em cada fita. Observe que 
uma sequencia de nucleotideos e sempre 
lida na diregao 5' para 3' e codifica urn 
polipeptfdeo N-terminal para o C-terminal. 
Para uma sequencia de nucleotideos 
aleatoria lida em uma determinada fase, 
urn sinal de terminagao para a sfntese de 
proteina e encontrado, em media, cerca 
de 1 vez a cada 20 aminoacidos. Nesse 
exemplo de sequencia de 48 pares de 
bases, cada urn desses sinais (codon de 
terminagao ) esta em azul e somente a 
fase de leitura 2 nao tern urn codon de 
terminagao. (B) Analise de uma sequencia 
de DNA de 1.700 pares de bases para a 
localizagao de uma possivel sequencia 
codificadora de proteina. A informagao e 
apresentada como em (A), com cada sinal 
de terminagao para a sfntese de proteina 
assinalado por uma linha azul. Alem disso, 
todas as regioes entre possfveis sinais 
de infcio e de terminagao para a sfntese de 
protefnas (ver p. 347-349) estao indicadas 
como barras vermelhas. Apenas a fase de 
leitura 1 realmente codifica uma proteina, 
que tern 475 resfduos de aminoacidos de 
extensao. 


(A) 


Fases de 
leitura 


Fases de 
leitura 


Diregao de leitura para sequencia da fita superior de DNA —► 

3 N- ile leu phe arg val ile arg pro thr arg asn phe thr arg -C 

2 N- tyr phe ile ser ser asn ser thr leu asn ala lys leu his leu thr -C 

1 N- leu phe tyr phe glu phe asp leu lys arg glu thr ser leu asn -C 

5' TTATTTTATTT CGAGTAATT CGACCTTAAACGCGAAACTT CACTTAAC 3' 

3 ' AATAAAATAAAGCTCATTAAGCTGGAATTTGCGCTTTGAAGTGAATTG 5' 

-1 C- lys ile glu leu leu glu val lys phe ala phe ser lys val -N 

-2 C- ile lys asn arg thr ile arg gly val arg phe lys val arg -N 

-3 C- asn lys ser thr asn ser arg leu arg ser val glu ser leu ser -N 

-— Diregao de leitura para sequencia da fita inferior de DNA 


(B) 


Fases de 
leitura 


Diregao de leitura para sequencia da fita superior de DNA - 

3 I 


Fases de 
leitura 


■ Diregao de leitura para sequencia da fita inferior de DNA 


500 pares de base 


Como comegamos a extrair sentido de uma sequencia genomica? A primeira etapa 
normalmente e traduzir in silico todo genoma em protema. Existem seis fases de leitura 
diferentes para qualquer segmento de DNA de fita dupla (tres em cada fita). Vimos no 
Capitulo 6 que uma sequencia aleatoria de nucleotideos, lida em fase, ira conter um co¬ 
don de terminagao a cada 20 aminoacidos aproximadamente; as regioes codificadoras 
para protema, em contraste, normalmente terao extensoes mais longas sem codons de 
terminagao (Figura 8-40). Conhecidas como fases de leitura aberta (ORFs, open rea¬ 
ding frames), estas normalmente significam genes verdadeiros que codificam proteinas. 
Essa atribuigao normalmente e verificada duas vezes por meio da comparagao da se¬ 
quencia de aminoacidos ORF com os varios bancos de dados de proteinas documen- 
tadas de outras especies. Se uma combinagao for encontrada, mesmo que imperfeita, e 
muito provavel que a ORF codificara uma protema funcional (ver Figura 8-23). 

Essa estrategia funciona muito bem para genomas compactos, onde as sequencias 
de introns sao raras e as ORFs frequentemente se estendem por centenas de aminoacidos. 
Entretanto, em varios animais e plantas, o tamanho medio dos exons e de 150 a 200 pares de 
nucleotideos (ver Figura 6-31) e informagoes adicionais normalmente sao necessarias para 
localizar de forma inequivoca todos os exons de um gene. Embora seja possivel rastrear 
os genomas por sinais de splicing e outras caracteristicas que ajudem a identificar exons 
(frequencia de ocorrencia de codons sinonimos, por exemplo), um dos metodos mais po- 
derosos e simplesmente sequenciar o RNA total produzido a partir do genoma em celulas 
vivas. Como pode ser observado na Figura 7-3, esta informagao do RNA-seq quando mape- 
ada na sequencia genomica, pode ser utilizada para localizar com precisao todos os introns 
e exons ate mesmo de genes complexos. Pelo sequenciamento do RNA total de diferentes 
tipos celulares, tambem e possivel identificar casos de splicing alternativo (Figura 6-26). 

O RNA-seq tambem identifica RNAs nao codificadoras produzidos por um geno¬ 
ma. Embora a fungao de alguns deles possa ser prontamente reconhecida (p. ex., tRNAs 
ou snoRNAs), muitos possuem fungoes desconhecidas e ainda outros provavelmente 
nao tern fungao (discutido no Capitulo 7, p. 429-436). A existencia de varios RNAs nao 
codificadores e nossa relativa ignorancia sobre sua fungao e a principal razao pela qual 
conhecemos apenas o numero aproximado dos genes no genoma humano. 

Mas mesmo para genes que codificam proteinas e que foram identificados inequivo- 
camente, ainda temos muito para aprender. Milhares de genomas foram sequenciados e sa- 
bemos, utilizando genomica comparativa que muitos organismos compartilham o mesmo 
conjunto basico de proteinas. Entretanto, as fungoes de um grande numero de proteinas 
identificadas permanecem desconhecidas. Dependendo do organismo, aproximadamen¬ 
te um tergo das proteinas codificadas por um genoma sequenciado nao se assemelham 
claramente a qualquer outra protema estudada bioquimicamente. Essa observagao revela 
uma das limitagoes do campo emergente da genomica: embora a analise comparativa dos 
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genomas revele uma grande quantidade de informagoes sobre as relagoes entre genes e 
organismos, ela frequentemente nao fornece informagao imediata sobre como esses genes 
funcionam ou sobre quais papeis eles tern na fisiologia de um organismo. A comparagao do 
complemento inteiro do gene de varias bacterias termofilicas, por exemplo, nao revela por 
que essas bacterias se desenvolvem a temperaturas que excedem 70°C. Alem disso, o estu- 
do do genoma da bacteria Deinococcus radiodurans, incrivelmente resistente a radiagao, 
nao explica como esse organismo pode sobreviver a uma descarga de radiagao que pode 
despedagar vidro. Serao necessarios estudos bioquimicos e geneticos adicionais, como 
aqueles descritos em outras segoes desse capitulo, para determinar como os genes, e as 
protemas que eles produzem, funcionam no contexto de organismos vivos. 

A clonagem do DNA permite que qualquer proteina seja 
produzida em grandes quantidades 

Na ultima segao, vimos como genes que codificam protemas podem ser identificados nas 
sequencias genomicas. Utilizando o codigo genetico (desde que os limites dos introns e 
exons sejam conhecidos), a sequencia de aminoacidos de qualquer proteina codificada em 
um genoma pode ser deduzida. Como discutimos anteriormente, esta sequencia pode mui- 
tas vezes fornecer informagoes importantes sobre a fungao da proteina, caso seja similar a 
sequencia de aminoacidos de uma proteina que ja tenha sido estudada (ver Figura 8-23). 
Embora essa estrategia muitas vezes tenha sucesso, ela normalmente fornece apenas a fun¬ 
gao bioquimica provavel da proteina; por exemplo, se a proteina se assemelha a uma cinase 
ou uma protease. Normalmente resta ao pesquisador verificar (ou refutar) essa atribuigao e, 
o mais importante, descobrir a fungao biologica da proteina no organismo; isto e, para quais 
qualidades do organismo a cinase ou a protease contribuem e em quais vias moleculares 
ela funciona? Atualmente, a maioria das protemas novas sao “descobertas” pelo sequen- 
ciamento do genoma, e muitas vezes permanece um grande desafio certificar suas fungoes. 

Uma abordagem importante na determinagao da fungao genica e alterar o gene 
(ou, em alguns casos, seu padrao de expressao) para colocar a copia alterada de volta 
na linhagem germinativa do organismo e deduzir a fungao do gene normal pelas alte- 
ragoes causadas por sua alteragao. Varias tecnicas para implementar esta estrategia sao 
discutidas na proxima na proxima segao deste capitulo. Mas tambem e importante es- 
tudar as propriedades bioquimicas e estruturais de um produto genico como delineado 
na primeira parte deste capitulo. Uma das contribuigoes mais importantes da clonagem 
de DNA para biologia celular e molecular e a capacidade de produzir qualquer proteina, 
mesmo as mais raras, em quantidades quase ilimitadas - desde que o gene que codifica 
esta proteina seja conhecido. Essa produgao em larga escala normalmente e realizada 
em celulas vivas usando vetores de expressao (Figura 8-41). Estes geralmente sao plas- 
mideos que foram projetados para produzir uma grande quantidade de mRNA estavel 
que pode ser traduzido de forma eficiente em proteina quando o plasmideo e introdu- 
zido em celula de bacteria, levedura, inseto ou mamifero. Para prevenir que a grande 
quantidade da proteina estranha interfira com o crescimento da celula, o vetor de ex¬ 
pressao muitas vezes e projetado para retardar a sintese do mRNA estranho e da proteina 
ate um pouco antes das celulas serem coletadas e rompidas (Figura 8-42). 

Como a proteina desejada e produzida a partir de um vetor de expressao dentro de 
uma celula, ela deve ser purificada das protemas da celula hospedeira por cromatografia, 
apos o rompimento das celulas; contudo, como existem especies abundantes nas celulas 
(frequentemente 1 a 10% da proteina total), a purificagao geralmente e facil de ser reali¬ 
zada em apenas algumas etapas. Como vimos na primeira parte deste capitulo, varios ve- 

Figura 8-41 Produgao de grandes quantidades de uma proteina a partir de uma sequencia de DNA 
que codifica uma proteina clonada em um vetor de expressao e introduzida em celulas. Um vetor plas- 
midial foi modificado para conter um promotor altamente ativo, que causa a produgao de grandes quantidades 
de mRNA a partir de um gene adjacente, que codifica uma proteina, inserido no vetor plasmidial. Dependendo 
das caracteristicas do vetor de clonagem, o plasmideo e introduzido em celulas de bacteria, levedura, inseto ou 
mamifero, onde o gene inserido e transcrito de forma eficiente e traduzido em proteina. Se o gene a ser supe- 
rexpresso nao tiver introns (tipico de genes de bacterias, arqueias e eucariotos simples) ele pode simplesmente 
ser clonado a partir do DNA genomico por PCR. Para genes clonados a partir de animais e vegetais, muitas vezes 
e mais conveniente obter o gene como cDNA, a partir de uma biblioteca de cDNA (ver Figura 8-32) ou clonar 
diretamente por PCR a partir de RNA isolado do organismo (ver Figura 8-37). Alternativamente, o DNA que codi¬ 
fica a proteina pode ser produzido por sintese quimica (ver p. 472). 
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Amostra coletada a 
42°C 

25°C -► 



Figura 8-42 Produgao de grandes 
quantidades de uma proteina utili- 
zando um vetor plasmidial de expres¬ 
sao. Neste exemplo, um vetor de expres¬ 
sao que superexpressa uma DNA-helicase 
foi introduzido em uma bacteria. Nesse ve¬ 
tor de expressao, a transcrigao a partir des- 
sa sequencia codificadora esta sob contro- 
le de um promotor viral que se torna ativo 
apenas a uma temperatura de 37 °C ou 
mais. A proteina total da celula, tanto de 
bacterias crescidas a 25 °C (nao ocorre a 
produgao da proteina helicase) como apos 
a incubagao das mesmas bacterias a 42 °C 
por ate 2 horas (a proteina helicase se 
tornou a especie de proteina mais abun- 
dante no extrato celular), foi analisada por 
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. 
(Cortesia de Jack Barry.) 


tores de expressao foram projetados para adicionar um marcador molecular - um grupo 
de residuos de histidina ou uma pequena proteina marcadora - a proteina expressa, para 
facilitar sua purificagao por cromatografia de afinidade (ver Figura 8-11). Uma variedade 
de vetores de expressao esta dispomvel, cada um modificado por engenharia genetica 
para funcionar em um tipo de celula na qual a proteina devera ser produzida. 

Essa tecnologia tambem e utilizada para produzir grandes quantidades de varias 
protemas uteis na saude, incluindo hormonios (como a insulina e fatores de crescimen- 
to) utilizados como farmacos humanos e protemas do envoltorio viral para uso em vaci- 
nas. Os vetores de expressao tambem permitem aos cientistas produzir muitas protemas 
de interesse biologico em quantidades suficientes para estudos estruturais detalhados. 
Quase todas as estruturas proteicas tridimensionais descritas neste livro sao de protemas 
produzidas desta maneira. Portanto, as tecnicas de DNA recombinante permitem aos 
cientistas transitar com facilidade de proteina para gene, e vice-versa, de modo que as 
fungoes de ambos possam ser exploradas em multiplas frentes (Figura 8-43). 

Resumo 

A clonagem de DNA permite que uma copia de qualquer parte espedfica de uma sequen¬ 
cia de DNA ou de RNA seja selecionada a partir de milhoes de outras sequencias em uma 
celula e seja produzida em quantidades ilimitadas em uma forma pura. As sequencias de 
DNA podem ser amplificadas apos clivagem do DNA cromossomico e insergao dos frag¬ 
ments de DNA resultantes no cromossomo de um element genetico de autorreplicagao 
como um plasmideo. A "'biblioteca de DNA genomico" resultante e mantida em milhoes 
de celulas bacterianas, cada uma carregando um fragment diferente de DNA clonado. 
As celulas individuals dessa biblioteca sao cultivadas para produzir grandes quantidades 
de um unico fragment de DNA clonado. Evitando vetores de clonagem e celulas bacte¬ 
rianas, a reagao em cadeia da polimerase (PCR) permite que a clonagem de DNA seja 
realizada diretamente com a DNA polimerase e oligonucleotideos iniciadores de DNA - 
contanto que a sequencia de DNA de interesse ja seja conhecida. 

Os procedimentos utilizados para obter clones de DNA que correspondem, na se¬ 
quencia, a moleculas de mRNA, sao os mesmos, com excegao que uma copia de DNA da 
sequencia de mRNA, chamada de cDNA, e inicialmente sintetizada. Diferentemente dos 
clones de DNA genomico, os clones de cDNA nao tern sequencias de introns, sendo os clo¬ 
nes de escolha para analisar o produto proteico de um gene. 

As reagoes de hibridizagao dos acidos nucleicosfornecem um meio senswel de detec- 
tar alguma sequencia nucleotidica de interesse. A enorme especificidade dessa reagao de 
hibridizagao permite que qualquer sequencia nucleotidica de fita simples seja marcada 
com um radioisotopo ou compost quimico e seja utilizada como sonda para identificar 
uma fita complementar, ate mesmo em uma celula ou em um extrato celular que contenha 
milhoes de sequencias de DNA ou de RNA diferentes. A hibridizagao do DNA tambem tor- 
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Figura 8-43 Tecnicas de DNA recombinante tornaram possivel transitar experimentalmente de gene para proteina e de proteina para gene. 

Se um gene foi identificado (a direita), sua sequencia que codifica uma proteina pode ser inserida em um vetor de expressao para produzir grandes quantidades 
de proteina (ver Figura 8-41), que entao pode ser estudada bioquimica ou estruturalmente. Se uma proteina foi purificada com base nas suas propriedades 
bioquimicas, a espectrometria de massa (ver Figura 8-18) pode ser utilizada para obter uma sequencia de aminoacidos parcial, que e utilizada para rastrear a 
sequencia genomica na sequencia nucleotidica completa. 0 gene completo pode, entao, ser clonado por PCR a partir do genoma sequenciado (ver Figura 8-37). 
0 gene tambem pode ser manipulado e introduzido em celulas ou organismos para estudar sua fungao, um topico abordado na proxima segao deste capitulo. 
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na posswel usar PCR para amplificar qualquer parte de qualquer genoma uma vez que 
sua sequencia seja conhecida. 

A sequencia de nucleotideos de qualquer genoma pode ser determinada de forma 
rapida e simples usando tecnicas automatizadas com base em algumas estrategias dife- 
rentes. A comparagao das sequencias genomicas de diferentes organismos nos permite 
tragar as relagoes evolutivas entre genes e organismos, e provou ser valiosa para descobrir 
novos genes e prever suas fungoes. 

Tomadas em conjunto, essas tecnicas para analise e manipulagao de DNA tornaram 
posswel sequenciar, identificar e isolar genes de varios organismos de interesse. As tecnolo- 
gias relacionadas permitiram aos cientistas produzir os produtos proteicos desses genes em 
grandes quantidades necessarias para uma analise detalhada de sua estrutura e fungao, 
assim como para propositos medicinais. 

ESTUDO DA EXPRESSAO E DA FUNgAO DE GENES 

Finalmente, desejamos determinar como os genes - e as protemas que eles codificam - 
funcionam no organismo intacto. Embora possa parecer controverso, uma das maneiras 
mais diretas de descobrir qual a fungao de um gene e observar o que acontece ao orga¬ 
nismo quando ele e eliminado. Estudar organismos mutantes que adquiriram alteragoes 
ou delegoes em suas sequencias de nucleotideos e uma pratica consagrada em biologia e 
forma a base do importante campo da genetica. Como as mutagoes podem interromper 
os processos celulares, os mutantes frequentemente tern a chave para o entendimento 
da fungao do gene. Na abordagem genetica classica, inicia-se isolando os mutantes que 
tern uma aparencia interessante ou incomum: moscas-das-frutas com olhos brancos ou 
asas enroladas, por exemplo. Trabalhando de tras para frente, a partir do fenotipo - a 
aparencia ou o comportamento do indivlduo - determina-se entao o genotipo do orga¬ 
nismo, a forma do gene responsavel por aquela caracteristica (Painel 8-2). 

Atualmente, com inumeras sequencias genomicas dispomveis, a exploragao da 
fungao dos genes frequentemente inicia com uma sequencia de DNA. Aqui, o desafio 
e traduzir a sequencia em uma fungao. Uma abordagem, discutida anteriormente no 
capitulo, e pesquisar bancos de dados por protemas bem caracterizadas que possuem 
sequencias de aminoacidos similares a protema codificada por um novo gene. Daqui, 
a protema (ou para genes que nao codificam protemas, a molecula de RNA) pode ser 
superexpressada e purificada, e os metodos descritos na primeira parte deste capitulo 
podem ser empregados para se estudar sua estrutura tridimensional e suas propriedades 
bioquimicas. Contudo, para determinar diretamente o problema de como um gene fun- 
ciona na celula ou no organismo, a abordagem mais eficaz envolve o estudo de mutantes 
que nao tern o gene ou expressam uma versao alterada dele. A determinagao de qual 
processo celular foi interrompido ou comprometido nesses mutantes com frequencia 
oferece uma perspectiva do papel biologico do gene. 

Nesta segao, descreveremos algumas abordagens para determinar a fungao de um 
gene, iniciando a partir de um individuo com um fenotipo interessante ou a partir de 
uma sequencia de DNA. Iniciaremos com uma abordagem genetica classica que comega 
com um rastreamento genetico para isolar mutantes de interesse e entao continua com a 
identificagao do gene ou dos genes responsaveis pelo fenotipo observado. Entao, descre¬ 
veremos o conjunto de tecnicas que sao coletivamente chamadas de genetica reversa, em 
que se inicia com um gene ou uma sequencia genica e, a partir disso, tenta-se determi¬ 
nar sua fungao. Essa abordagem muitas vezes envolve algum trabalho de adivinhagao - a 
busca por sequencias similares em outros organismos ou a determinagao de quando e 
onde um gene e expressado - assim como a geragao de organismos mutantes e a carac- 
terizagao de seu fenotipo. 

A genetica classica inicia com a interrupgao de um processo 
celular por mutagenese aleatoria 

Antes do advento da tecnologia de clonagem de genes, a maioria dos genes era identi- 
ficada pelas anormalidades produzidas quando o gene era mutado. De fato, a ideia de 
gene era deduzida a partir da heranga de tais anormalidades. Essa abordagem genetica 
classica - identificando os genes responsaveis por fenotipos mutantes - e mais facilmente 



GENES E FENOTIPOS 


Gene: uma unidade funcional hereditaria, normalmente correspondendo 
a um segmento de DNA que codifica uma unica protefna. 

Genoma: toda a sequencia de DNA de um organismo. 

Locus: o sftio do gene no genoma. 



Alelos: formas alternativas de um gene. 




GENOTIPO: o conjunto 
especffico de alelos que formam 
o genoma de um individuo. 

FENOTIPO: a caracterfstica 
visfvel de um individuo. 


Homozigoto A/A 




Tipo selvagem: o tipo normal, 
que ocorre naturalmente. 



Heterozigoto a/A 


Mutante: difere do tipo selvagem 
devido a uma alteragao genetica 
(uma mutagao). 


c 


Homozigoto a/a 



O alelo A e dominante (em rela^ao ao a); o alelo a e recessivo (em rela^ao ao A). 

No exemplo acima, o fenotipo do heterozigoto e o mesmo do que o de um dos homozigotos; nos 
casos em que ele e diferente de ambos, os dois alelos sao considerados codominantes. 


CROMOSSOMOS 

Centromero 

Brago curto "p" 


Um cromossomo no infcio do ciclo celular, na 
fase G,; a barra unica longa representa uma 
longa dupla-helice de DNA. 


Brago longo "q" 




Um cromossomo ao final do ciclo celular, em metafase; 
ele e duplicado e condensado, composto por duas 
cromatides-irmas identicas (cada uma contendo uma 
dupla-helice de DNA) ligadas pelo centromero. 


Um conjunto de cromossomos diploides 
normais, como visto em uma metafase, 
preparados pelo rompimento de uma 
celula em metafase e Colorado dos 
cromossomos dispersos. No exemplo 
esquematico mostrado aqui, existem 
tres pares de autossomos (cromossomos 
herdados simetricamente da mae e do 
pai, independentemente do sexo) e dois 
cromossomos sexuais - um X da mae e 
um Y do pai. Os numeros e os tipos de 
cromossomos sexuais e seu papel na 
determina^ao do sexo variam de uma 
classe de organismos para a outra, como 
ocorre para o numero de pares de 
autossomos. 


Cromossomos sexuais 


CICLO HAPLOIDE-DIPLOIDE 
DA REPRODUgAO SEXUAL 



Para simplificagao, o esquema e mostrado 
para apenas um cromossomo/par 
cromossomico. 


MEIOSE E RECOMBINACIAO GENETICA 


Cromossomo materno 


Cromossomo paterno 

Y/J 


Celula germinativa diploide 


Genotipo 

ab 



Gametas haploides (ovulos ou espermatozoides) 


Quanto maior a distancia entre 
dois locus em um unico 
cromossomo, maior e a chance 
de eles serem separados por 
do entrecruzamento, que ocorre 
em um sftio entre eles. Se os dois 
genes sao assim recombinados 
em x% dos gametas, diz-se que 
eles sao separados em um 
cromossomo por uma distancia 
de mapa genetico de x unidades 
de mapa (ou x centimorgans). 














































TIPOS DE MUTAQDES 



MUTAgAO PONTUAL: ocorre em um unico sftio no genoma, 
correspondendo a um unico par de nucleotfdeos ou a uma 
parte muito pequena de um unico gene. 





INVERSAO: inverte um segmento de um cromossomo. 


Muta^ao letal: leva o organismo em desenvolvimento a 
morrer prematuramente. 

Mutagao condicional: produz seu efeito fenotfpico somente 
sob certas condi^oes, chamadas de condigdes restritivas. Sob 
outras condi^oes - as condiqdes permissivas - o efeito nao e 
visto. Para uma muta^ao sensivel a temperatura, a condigao 
restritiva tipicamente e a alta temperatura, enquanto a 
condi^ao permissiva e a baixa temperatura. 

Muta^ao com perda de fun^ao: reduz ou suprime a atividade 
do gene. Esta e a classe mais comum de muta^oes. As 
muta^oes com perda de fun^ao normalmente sao recessivas 
- o organismo pode funcionar normalmente enquanto 
manter pelo menos uma copia normal do gene afetado. 
Muta^ao nula: e uma muta^ao com perda de fungao que 
suprime completamente a atividade do gene. 



DELEgAO: elimina um segmento de um cromossomo. 



* 


TRANSLOCAgAO: retira um segmento de um cromossomo 
e o liga a outro. 

Mutagao com ganho de fun^ao: aumenta a atividade do gene 
ou o torna ativo em circunstancias inapropriadas; essas 
mutagoes normalmente sao dominantes. 

Muta^ao negativa dominante: muta^ao de a^ao dominante 
que bloqueia a atividade do gene causando um fenotipo de 
perda de fungao mesmo na presen^a de uma copia normal do 
gene. Esse fenomeno ocorre quando o produto do gene 
mutante interfere com a fun^ao do produto do gene normal. 
Mutagao supressora: suprime o efeito fenotfpico de outra 
muta^ao, de maneira que o mutante duplo parece normal. 
Uma muta^ao supressora intragenica se estabelece em um 
gene afetado pela primeira muta^ao; uma muta^ao 
supressora extragenica se estabelece em um segundo gene - 
frequentemente um gene cujo produto interage diretamente 
com o produto do primeiro. 


DOIS GENES OU UM? 

Dadas duas muta^oes que produzem o mesmo fenotipo, como No teste de complementa^ao mais simples, um indivfduo que e 

poderemos saber se elas sao muta^oes no mesmo gene? Se as homozigoto para uma muta^ao e cruzado com um indivfduo que 

muta^oes sao recessivas (como e mais frequente), a resposta pode e homozigoto para a outra. O fenotipo da descendencia fornece 
ser encontrada por um teste de complementagao. a resposta para a pergunta. 


COMPLEMENTAgAO: 

NAO COMPLEMENTAgAO: 

MUTAgOES EM DOIS GENES DIFERENTES 

DUAS MUTAgOES INDEPENDENTES NO MESMO GENE 


Mae mutante homozigota Pai mutante homozigoto 





A descendencia hfbrida apresenta um fenotipo normal: 
uma copia normal de cada gene esta presente. 


Mae mutante homozigota Pai mutante homozigoto 





A descendencia hfbrida apresenta um fenotipo mutante: 
nenhuma copia normal do gene mutado esta presente. 
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Figura 8-44 Mutante de insergao da boca- 
-de-leao. Antirrhinum. Uma mutagao em 
um unico gene que codifica uma proteina 
reguladora faz os brotos de folhas ( esquerda) 
se desenvolverem no lugar das flores, que 
ocorrem na planta normal ( direita ). A mutagao 
faz as celulas adotarem uma caracterfstica que 
seria apropriada para uma parte diferente da 
planta normal, em vez de uma flor, as celulas 
produzem um broto de folha. (Cortesia de Enri¬ 
co Coen e Rosemary Carpenter.) 


Figura 8-45 Fenotipo de comporta- 
mento detectado em um rastreamento 
genetico. (A) Comportamento de 
C. elegans do tipo selvagem na alimenta- 
gao social. Os vermes migram ate encon- 
trar seus vizinhos e iniciam a alimentagao 
com bacterias. (B) Os animais mutantes se 
alimentam sozinhos. (Cortesia de Cornelia 
Bargmann, Cell 94: cover, 1998. Com au- 
torizagao de Elsevier.) 


realizada em organismos que se reproduzem rapidamente e sao sensiveis a manipulagao 
genetica, como bacterias, leveduras, vermes nematodeos e moscas-das-frutas. Embora 
mutagoes espontaneas possam, as vezes, ser encontradas pela analise de populagoes ex- 
tremamente grandes - milhares ou dezenas de milhares de organismos individuais o 
processo de isolar individuos mutantes e muito mais eficiente se gerarmos mutagoes com 
quimicos ou radiagao que danificam o DNA. Tratando os organismos com tais mutageni- 
cos, grandes numeros de individuos mutantes podem ser criados rapidamente e analisa- 
dos quanto a um defeito especifico de interesse, como discutimos brevemente. 

Uma abordagem alternativa para mutagenese quimica ou de radiagao e chamada 
de mutagenese de insergao. Esse metodo depende do fato de que o DNA exogeno, inserido 
ao acaso no genoma, pode produzir mutagoes se o fragmento inserido interromper um 
gene ou suas sequencias reguladoras. O DNA inserido, cuja sequencia e conhecida, serve, 
entao, como um marcador molecular que auxilia na identificagao subsequente e na clo- 
nagem do gene interrompido (Figura 8-44). Na Drosophila, o uso do elemento transpo- 
nivel P para inativar genes revolucionou o estudo de fungao genica na mosca-das-frutas. 
Os elementos transpomveis (ver Tabela 5-4, p. 288) tambem vem sendo utilizados para 
gerar mutagoes em bacterias, leveduras, camundongos e na planta Arabidopsis. 

Os rastreamentos geneticos identificam mutantes com 
anormalidades especificas 

Uma vez que tenha sido produzida uma colegao de mutantes em um organismo-modelo, 
como levedura ou mosca, geralmente devem-se examinar milhares de individuos para 
achar o fenotipo de interesse alterado. Tal procura e chamada de rastreamento gene¬ 
tico, e, quanto maior o genoma, menor e a probabilidade de que qualquer gene seja 
mutado. Dessa maneira, quanto maior o genoma do organismo, maior e o trabalho de 
rastreamento. O fenotipo pelo qual esta sendo feito o rastreamento pode ser simples ou 
complexo. Os fenotipos simples sao mais faceis de detectar: pode-se rastrear varios orga¬ 
nismos de forma rapida, por exemplo, para mutagoes que tornam impossivel ao organis¬ 
mo sobreviver na ausencia de um determinado aminoacido ou nutriente. 

Os fenotipos mais complexos, como defeitos no aprendizado ou no comportamento, 
podem exigir rastreamentos mais elaborados (Figura 8-45). Mas mesmo os rastreamen¬ 
tos geneticos que sao utilizados para dissecar sistemas fisiologicos complexos podem ser 
simples no seu mecanismo genetico, o que permite o exame simultaneo de um grande 
numero de mutantes. Como um exemplo, um rastreamento particularmente elegante foi 
projetado para procurar por genes envolvidos no processo visual do peixe-zebra. A base 
para esse rastreamento, que monitora a resposta do peixe ao movimento, e a alteragao no 
comportamento. Os peixes do tipo selvagem tendem a nadar em diregao a um movimento 
percebido, enquanto os mutantes com defeitos no seu sistema visual nadam em diregoes 
variadas - um comportamento que e facilmente detectado. Um mutante descoberto nes- 
se rastreamento e chamado de lakritz, que nao apresenta 80% das celulas ganglionais da 
retina, as quais ajudam a liberar os sinais visuais do olho para o cerebro. Como a organi- 
zagao celular da retina do peixe-zebra espelha a de todos os vertebrados, o estudo desses 
mutantes pode tambem fornecer informagoes sobre o processamento visual em humanos. 



1 mm 







CAPITULO 8 Analisando celulas, moleculas e sistemas 489 



Celulas mutantes proliferam 
e formam uma colonia a uma 
temperatura permissiva 


Celulas mutantes falham na 
proliferagao e nao formam 
uma colonia a uma 
temperatura restritiva 


Como defeitos em genes que sao necessarios para os processos celulares impor- 
tantes - smtese e processamento de RNA, ou controle do ciclo celular, por exemplo - 
normalmente sao letais, a fungao desses genes com frequencia e estudada em indivlduos 
com mutagoes condicionais. Os individuos mutantes normalmente funcionam en- 
quanto as condigoes “permissivas” prevalecerem, mas demonstram uma fungao genica 
anormal quando submetidos a condigoes “nao permissivas” (restritivas). Em organismos 
com mutagoes sensiveis a temperatura, por exemplo, a anormalidade pode ser ativada ou 
inativada de forma experimental simplesmente alterando-se a temperatura ambiente; 
assim, uma celula contendo uma mutagao sensivel a temperatura em um gene essencial 
para a sobrevivencia morrera a uma temperatura nao permissiva, mas crescera normal¬ 
mente a uma temperatura permissiva (Figura 8-46). O gene sensivel a temperatura em 
um destes mutantes normalmente contem uma mutagao pontual que causa uma alte- 
ragao sutil no seu produto proteico; por exemplo, a proteina mutante pode funcionar 
normalmente a temperaturas baixas, porem desnatura a temperaturas mais altas. 

As mutagoes sensiveis a temperatura foram importantes para encontrar os genes 
bacterianos que codificam as protemas necessarias a replicagao de DNA. Os mutantes 
foram identificados pelo rastreamento de populagoes de bacterias, tratadas com muta- 
genicos, por celulas que param de produzir DNA quando sao aquecidas de 30°C para 
42°C. Esses mutantes foram usados mais tarde para identificar e caracterizar as protemas 
de replicagao de DNA correspondentes (discutido no Capitulo 5). De forma semelhante, 
rastreamentos por mutagoes sensiveis a temperatura levaram a identificagao de varias 
protemas envolvidas na regulagao do ciclo celular, assim como a varias protemas en- 
volvidas no movimento de protemas atraves da via secretora em levedura. Abordagens 
de rastreamento relacionadas demonstraram a fungao de enzimas envolvidas nas prin¬ 
cipal vias metabolicas de bacterias e de leveduras (discutido no Capitulo 2) e identifi- 
caram varios dos produtos genicos responsaveis pelo desenvolvimento organizado do 
embriao da Drosophila (discutido no Capitulo 21). 

Mutagoes podem causar a perda ou o ganho da fungao proteica 

As mutagoes genicas geralmente sao classificadas como “com perda de fungao” ou “com 
ganho de fungao”. Uma mutagao com perda de fungao resulta em um produto genico 
que nao funciona com baixa atividade; assim, ela pode revelar a fungao normal do gene. 
A mutagao com ganho de fungao resulta em um produto genico que e muito ativo, e ativo 
no momento ou local errado, ou possui uma nova atividade (Figura 8-47). 

Uma etapa inicial importante na analise genetica de qualquer celula ou organismo 
mutante e determinar se a mutagao causa uma perda ou um ganho de fungao. Um teste- 
-padrao e determinar se a mutagao e dominante ou recessiva. Uma mutagao dominante 
e aquela que continua causando o fenotipo mutante na presenga de uma unica copia do 
gene tipo selvagem. Uma mutagao recessiva e aquela que nao e mais capaz de causar o 


Mutagao condicional com 

Tipo selvagem Mutagao com perda de fungao perda de fungao 



Mutagao Truncamento Delegao 37 °C 25 °C 

pontual 


Figura 8-46 Rastreamento por mu¬ 
tantes de bacterias ou de leveduras 
sensiveis a temperatura. As celulas 
mutagenizadas sao semeadas a uma 
temperatura permissiva. Elas se dividem 
e formam colonias, que sao transferidas 
para duas placas de Petri identicas por 
semeadura em replica. Uma dessas placas 
e incubada a uma temperatura permissiva 
e, a outra, a uma temperatura restritiva. 

As celulas contendo uma mutagao sensivel 
a temperatura em um gene essencial para 
proliferagao podem se dividir na tempe¬ 
ratura permissiva normal, mas falham em 
se dividir em temperaturas restritivas ele- 
vadas. As mutagoes desse tipo sensiveis a 
temperatura sao especialmente uteis para 
identificar genes necessarios para replica¬ 
gao de DNA, um processo essencial. 


Figura 8-47 Mutagoes genicas que 
afetam seu produto proteico de dife- 
rentes formas. Neste exemplo, a proteina 
do tipo selvagem tern uma fungao celular 
especifica representada pelos raios em 
vermelho. As mutagoes que eliminam essa 
fungao ou inativam a proteina a tempera¬ 
turas mais altas sao mostradas. A proteina 
mutante condicional carrega uma subs- 
tituigao de aminoacido ( vermelho) que 
previne seu enovelamento apropriado 
a 37 °C, mas permite que a proteina se 
enovele e funcione normalmente a 25 °C. 
Tais mutagoes condicionais sensiveis a 
temperatura sao especialmente uteis para 
estudar genes essenciais; o organismo 
pode crescer sob condigao permissiva e, 
entao, ser movido para uma condigao nao 
permissiva para estudar as consequencias 
da perda do produto genico. 
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Figura 8-48 Um teste de complementa- 
qao pode revelar que as mutagoes em 
dois genes diferentes sao responsaveis 
pelo mesmo fenotipo anormal. Quando 
uma ave albina (branca) de uma linhagem e 
cruzada com uma albina de uma linhagem 
diferente, os descendentes resultantes (abai- 
xo) tern a coloragao normal. Essa restauragao 
da plumagem do tipo selvagem indica que 
as duas aves brancas nao possuem cor por 
causa de mutagoes recessivas em genes dife¬ 
rentes. (De W. Bateson, Mendel's Principles of 
Heredity, 1st ed. Cambridge, UK: Cambridge 
University Press, 1913.) 


fenotipo mutante na presenga de uma unica copia do gene tipo selvagem. Embora te- 
nham sido descritos casos nos quais uma mutagao com perda de fungao seja dominante 
ou uma mutagao com ganho de fungao seja recessiva, na maioria dos casos, as mutagoes 
recessivas sao com perda de fungao e as mutagoes dominantes sao com ganho de fun¬ 
gao. E facil determinar se uma mutagao e dominante ou recessiva. Faz-se simplesmente 
o cruzamento de um mutante com o tipo selvagem para obter celulas ou organismos 
diploides. A progenie do cruzamento sera heterozigota para a mutagao. Se o fenotipo 
mutante nao e mais observado, pode-se concluir que a mutagao e recessiva e provavel- 
mente seja uma mutagao com perda de fungao (ver Painel 8-2). 

Testes de complementagao revelam se dois mutantes estao no 
mesmo gene ou em genes diferentes 

Um rastreamento genetico em larga escala pode encontrar varias mutagoes diferentes que 
apresentam o mesmo fenotipo. Esses defeitos podem estar em diferentes genes que fun- 
cionam no mesmo processo ou podem representar mutagoes diferentes no mesmo gene. 
Formas alternativas do mesmo gene sao conhecidas como alelos. A diferenga mais comum 
entre alelos e a substituigao de um unico par de nucleotideo, mas alelos diferentes tambem 
podem carregar delegoes, substituigoes e duplicagoes. Entao, como podemos dizer se duas 
mutagoes que produzem o mesmo fenotipo ocorrem no mesmo gene ou em genes diferen¬ 
tes? Se as mutagoes sao recessivas - se, por exemplo, elas representam uma perda de fungao 
de um determinado gene - um teste de complementagao pode ser utilizado para verificar 
se as mutagoes estao no mesmo gene ou em genes diferentes. Para testar a complementa¬ 
gao em um organismo diploide, um individuo que e homozigoto para uma mutagao - isto 
e, possui dois alelos identicos do gene mutante em questao - e cruzado com um individuo 
que e homozigoto para a outra mutagao. Se as duas mutagoes estao no mesmo gene, a des- 
cendencia mostra o fenotipo mutante, pois elas continuam nao tendo copias normais do 
gene em questao (Figura 8-48). Se, ao contrario, as mutagoes ocorrerem em genes diferen¬ 
tes, a descendencia resultante mostra um fenotipo normal, pois elas retem uma copia nor¬ 
mal (e uma copia mutante) de cada gene; as mutagoes, desse modo, complementam-se e 
reconstituem um fenotipo normal. Os testes de complementagao de mutantes identificados 
durante rastreamentos geneticos revelaram, por exemplo, que cinco genes diferentes sao 
necessarios para que as leveduras digiram o agucar galactose, que 20 genes sao necessarios 
para que E. coli construa um flagelo funcional, que 48 genes estao envolvidos na agregagao 
de particulas virais do bacteriofago T4 e que centenas de genes estao envolvidos no desen- 
volvimento de um nematodeo adulto a partir de um ovo fertilizado. 

Os produtos dos genes podem ser ordenados em vias por analise 
de epistasia 

Uma vez que um conjunto de genes envolvidos em um processo biologico especifico foi 
identificado, o proximo passo muitas vezes e determinar em que ordem os genes funcio- 
nam. A ordem dos genes e mais facil de ser explicada para vias metabolicas, nas quais, 
por exemplo, a enzima A e necessaria para produzir o substrato para a enzima B. Nesse 
caso, diriamos que o gene que codifica a enzima A atua antes (a montante) do gene que 
codifica a enzima B na via. De forma similar, se uma proteina regula a atividade de outra 
proteina, diriamos que o primeiro gene atua antes do segundo. A ordem dos genes pode, 
em varios casos, ser determinada puramente por analise genetica sem qualquer conhe- 
cimento sobre o mecanismo de agao dos produtos genicos envolvidos. 

Suponha que tenhamos um processo biossintetico que consiste em uma sequencia 
de etapas, de modo que a realizagao da etapa B seja condicional ao termino da etapa A 
precedente; suponha tambem que o gene A seja necessario para a etapa A, e o gene B 
seja necessario para a etapa B. Entao uma mutagao nula (uma mutagao que abole a fun¬ 
gao) no gene A ira interromper o processo na etapa A, independentemente de o gene B 
ser funcional ou nao, enquanto uma mutagao nula no gene B causa uma interrupgao na 
etapa B apenas se o gene A ainda for ativo. Em tal caso, diz-se que o gene A e epistatico ao 
gene B. Comparando-se os fenotipos das diferentes combinagoes de mutagoes, podemos 
descobrir a ordem na qual os genes atuam. Esse tipo de analise e chamado de analise de 
epistasia. Como um exemplo, a via de secregao de proteinas em leveduras foi estudada 





CAPITULO 8 Analisando celulas, moleculas e sistemas 491 


Aparelho Vesfculas 




Mutante secretor B 



Mutante duplo AB 


Protefna secretada 


Protefna se acumula 
no RE 


Protefna se acumula Protefna se acumula 
no aparelho de Golgi no RE 


dessa forma. Diferentes mutagoes nessa via fazem as proteinas se acumularem de forma 
aberrante no reticulo endoplasmatico (RE) ou no aparelho de Golgi. Quando uma celula 
de levedura e modificada para carregar tanto uma mutagao que bloqueia o processamen- 
to proteico no RE como uma mutagao que bloqueia o processamento no aparelho de Gol¬ 
gi, as proteinas se acumulam no RE. Isso indica que as proteinas devem passar pelo RE 
antes de serem enviadas para o Golgi, antes da secregao (Figura 8-49). Mais estritamente, 
uma analise de epistasia pode apenas fornecer informagao sobre a ordem genica em uma 
via quando ambas as mutagoes sao alelos nulos. Quando as mutagoes retem uma fungao 
parcial, as suas interagoes de epistasia podem ser dificeis de serem interpretadas. 

As vezes, um mutante duplo apresentara um fenotipo novo ou mais grave do que 
cada mutante sozinho. Esse tipo de interagao genetica e chamado de fenotipo sintetico, 
e se o fenotipo for a morte do organismo, ele e chamado de letalidade sintetica. Na maio- 
ria dos casos, um fenotipo sintetico indica que dois genes agem em duas vias paralelas 
diferentes, cada um sendo capaz de mediar o mesmo processo celular. Assim, quando 
ambas as vias sao interrompidas no mutante duplo, o processo todo falha e o fenotipo 
sintetico e observado. 


Figura 8-49 Utiliza^ao da genetica 
para determinar a ordem das fun- 
qoes dos genes. Em celulas normais, as 
proteinas secretoras sao concentradas em 
vesfculas que se fusionam com a membra- 
na plasmatica para secretar seu conteudo 
no meio extracelular. Dois mutantes, 

A e B, falham em secretar as proteinas. 

No mutante A, as proteinas secretadas 
se acumulam no RE. No mutante B, as 
proteinas secretadas se acumulam no 
Golgi. No mutante duplo AB, as proteinas 
se acumulam no RE; isso indica que o 
gene defectivo no mutante A atua antes 
do gene defectivo no mutante B na via 
secretora. 


Mutagoes responsaveis por um fenotipo podem ser identificadas 
pela analise do DNA 

Uma vez que uma colegao de organismos mutantes com fenotipos interessantes foi ob- 
tida, a proxima tarefa e identificar o gene ou genes responsaveis pelo fenotipo alterado. 
Se o fenotipo foi produzido por mutagenese de insergao, a localizagao do gene interrom- 
pido e bastante simples. Os fragmentos de DNA contendo a insergao (p. ex., um trans- 
poson ou um retrovirus) sao amplificados por PCR, e a sequencia de nucleotideos do 
DNA nas regioes adjacentes e determinada. O gene afetado pela insergao pode, entao, 
ser identificado por uma varredura, com o auxilio de um computador, da sequencia ge- 
nomica completa do organismo. 

Se um quimico que causa danos ao DNA foi utilizado para gerar as mutagoes, a 
identificagao do gene inativado muitas vezes e mais trabalhosa, mas existem varias es- 
trategias poderosas disponiveis. Se o tamanho do genoma do organismo for pequeno 
(p. ex., para bacterias ou eucariotos simples), e possivel simplesmente determinar a se¬ 
quencia genomica do organismo mutante e identificar o gene afetado por comparagao 
com a sequencia do tipo selvagem. Por causa do acumulo continuo de mutagoes neutras, 
provavelmente existirao diferengas entre as duas sequencias genomicas alem da mutagao 
responsavel pelo fenotipo. Uma maneira de provar que uma mutagao e a causadora, e 
introduzir a suposta mutagao de volta no organismo normal e determinar se ela causa, ou 
nao, o fenotipo mutante. Discutiremos como isso e realizado mais adiante neste capitulo. 

0 sequenciamento de DNA rapido e barato tem revolucionado os 
estudos geneticos humanos 

Rastreamentos geneticos em organismos-modelo experimentais tem tido espetacular 
sucesso na identificagao de genes e seu relacionamento com varios fenotipos, incluin- 
do varios que sao conservados entre estes organismos e humanos. Mas como podemos 
estudar os humanos diretamente? Eles nao se reproduzem de forma rapida, nao podem 
ser tratados com mutagenicos e se tiverem um defeito em um processo essencial como a 
replicagao do DNA, morreriam muito antes do nascimento. 
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Apesar de suas limitagoes comparadas aos organismos-modelo, os humanos estao 
se tornando sujeitos atrativos para os estudos geneticos. Como a populagao humana e 
muito grande, mutagoes espontaneas, nao letais, surgiram em todos os genes humanos, 
diversas vezes. Uma proporgao substancial permanece no genoma dos humanos nos 
dias atuais. As mais prejudiciais destas mutagoes sao descobertas quando os indivlduos 
mutantes chamam a atengao por necessitarem de cuidados medicos. 

Com os avangos recentes que permitiram o sequenciamento dos genomas huma¬ 
nos inteiros de forma barata e rapida, agora podemos identificar tais mutagoes e estu- 
dar sua evolugao e hereditariedade de maneiras impossiveis mesmo ha poucos anos. 
Por meio da comparagao de milhares de genomas humanos de todo mundo, podemos 
comegar a identificar diretamente as diferengas de DNA que distinguem um individuo 
de outro. Essas diferengas guardam indicios das nossas origens evolutivas e podem ser 
usadas para explorar a origem das doengas. 

Blocos ligados de polimorfismos tem sido passados adiante a 
partir de nossos ancestrais 

Quando comparamos as sequencias de multiplos genomas humanos, observamos que 
quaisquer dois indivlduos se diferenciarao em aproximadamente 1 par de nucleotldeos 
em 1.000. A maioria dessas variagoes sao comuns e relativamente inofensivas. Quando 
duas variantes de sequencias coexistem na populagao e ambas sao comuns, as variantes 
sao chamadas de polimorfismos. A maioria dos polimorfismos sao devidos a substitui- 
gao de um unico nucleotideo, denominados polimorfismos de um unico nucleotideo 
ou SNPs [single-nucleotide polymorphisms) (Figura 8-50). O restante e devido em grande 
parte a insergoes ou delegoes - chamadas indels quando a alteragao e pequena, ou varia- 
goes do numero de copias ( CNVs , copy number variations) quando a alteragao e grande. 
Embora estas variantes comuns possam ser encontradas pelo genoma, elas nao estao 
espalhadas aleatoriamente - ou mesmo de forma independente. Em vez disso, elas ten- 
dem a se encontrar em grupos chamados blocos haplotipos - combinagdes de polimor¬ 
fismos que sao herdados como uma unidade. 

Para compreender por que tal bloco haplotipo existe, precisamos considerar nossa 
historia evolutiva. Acredita-se que os humanos modernos tenham expandido a partir de 
uma populagao relativamente pequena - talvez em torno de 10 mil indivlduos - que exis- 
tiam na Africa ha cerca de 60 mil anos. Entre esse pequeno grupo de nossos ancestrais, 
alguns indivlduos devem ter carregado um conjunto de variantes geneticas, e outros, 
um conjunto diferente. Os cromossomos de um humano moderno representam uma 
combinagao embaralhada de segmentos de cromossomos de diferentes membros desse 
pequeno grupo ancestral de pessoas. Como apenas cerca de 2 mil geragoes nos sepa- 
ram deles, grandes segmentos desses cromossomos ancestrais passaram dos pais para 
os filhos, sem serem separados pelos eventos de recombinagao que ocorrem durante a 
meiose. Como descrito no Capltulo 5, apenas poucas trocas ocorrem entre cada conjun¬ 
to de cromossomos homologos durante cada meiose (ver Figura 5-53). 

Como resultado, certos conjuntos de sequencias de DNA - e seus polimorfismos asso- 
ciados - foram herdados em grupos ligados, com poucos rearranjos geneticos ao longo das 
geragoes. Esses sao os blocos haplotipos. Como genes que existem em formas alelicas dife- 
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Figura 8-50 Polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) sao sitios no genoma onde duas ou mais va¬ 
riantes de um nucleotideo sao comuns na populagao. A maioria destas variagoes no genoma humano ocorre em 
locais onde elas nao afetam de forma significativa a fungao do gene. 
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rentes, os blocos haplotipos tambem se apresentam em um numero limitado de variantes 
que sao comuns na populagao humana, cada um representando uma combinagao de poli- 
morfismos de DNA passada adiante a partir de um determinado ancestral ha muito tempo. 


Polimorfismos podem ajudar a identificar mutagoes associadas a 
doengas 


As mutagoes que dao origem, de forma reproduzivel, a anormalidades raras, mas clara- 
mente definidas, como albinismo, hemofilia ou surdez congenita, podem, muitas vezes, 
ser identificadas por estudos das familias afetadas. Tais disturbios de um unico gene, ou 
monogenicos, muitas vezes sao referidos como mendelianos, pois seu padrao de here- 
ditariedade e facil de rastrear. Alem disso, os individuos que herdam a mutagao causa- 
dora exibirao a anormalidade independentemente dos fatores ambientais, como dieta 
ou exercicio. Mas para muitas doengas comuns, as raizes geneticas sao mais complexas. 
Em vez de um unico alelo de um unico gene, tais disturbios provem de uma combinagao 
de contribuigoes a partir de multiplos genes. E, com frequencia, os fatores ambientais 
tern influencias fortes sobre a gravidade do disturbio. Para essas condigoes multigeni- 
cas, como diabetes ou artrite, os estudos da populagao muitas vezes sao uteis no rastrea- 
mento dos genes que aumentam o risco de desenvolver a doenga. 

Nos estudos de populagoes, os investigadores coletam amostras de DNA de um 
grande numero de pessoas que tern a doenga e as comparam com amostras de um grupo 
de pessoas que nao tern a doenga. Eles procuram por variantes - SNPs, por exemplo - 
que sao mais comuns entre as pessoas que tern a doenga. Como as sequencias de DNA 
que estao proximas em um cromossomo tendem a ser herdadas juntas, a presenga de 
tais SNPs poderia indicar que um alelo que aumenta o risco da doenga poderia estar 
localizado nas proximidades (Figura 8-51). Embora, em principio, a doenga pudesse ser 
causada pela propria SNP, e muito mais provavel que o culpado seja uma alteragao que 
apenas esta ligada a SNP como parte de um bloco haplotipo. 

Tais estudos de associagao gendmica ampla tern sido utilizados para identificar genes 
que predispoe individuos a doengas comuns, incluindo diabetes, doenga da arteria corona- 
ria, artrite reumatoide e mesmo depressao. Para muitas dessas condigoes, os polimorfismos 
de DNA identificaram apenas um aumento leve no risco das doengas. Alem disso, os fato¬ 
res ambientais (p. ex., dieta, exercicios) tern um papel importante no initio e gravidade da 
doenga. No entanto, a identificagao dos genes afetados por estes polimorfismos esta levando 
ao entendimento do mecanismo de algumas de nossas doengas mais comuns. 

A genomica esta acelerando a descoberta de mutagoes raras que 
nos predispoem a serias doengas 

As variantes geneticas que ate agora nos ajudaram a identificar alguns genes que aumen¬ 
tam nosso risco por doengas sao comuns. Elas surgiram ha muito tempo, no nosso passa- 
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Figura 8-51 Genes que afetam o risco 
de desenvolver uma doenga comum 
muitas vezes podem ser rastreados 
por meio da sua ligagao as SNPs. 

Aqui os padroes de SNPs sao comparados 
entre os dois conjuntos de individuos - um 
conjunto de controles saudaveis e um 
conjunto de afetados por uma determi- 
nada doenga comum. Um segmento de 
um cromossomo tfpico e mostrado. Para a 
maioria dos sftios polimorficos nesse seg¬ 
mento, e uma questao aleatoria para um 
indivfduo ter uma variante SNP (barras ver¬ 
tical's vermelhas) ou outra (barras verticals 
azuis ); essa mesma aleatoriedade e obser- 
vada tanto para o grupo-controle como 
para os individuos afetados. Entretanto, 
na parte do cromossomo sombreada em 
cinza-escuro, observa-se uma tendencia: 
a maioria dos individuos normais pos- 
suem variantes SNP azuis enquanto os 
individuos afetados possuem variantes 
SNP vermelhas. Isso sugere que esta re- 
giao contem, ou e proxima a, um gene 
que esta geneticamente ligado a essas 
variantes SNP vermelhas e que predispoe 
os individuos a doenga. 0 uso de controles 
cuidadosamente selecionados e milhares 
de individuos afetados, essa abordagem 
pode ajudar a rastrear genes relacionados 
a doengas, mesmo que estes confiram 
apenas um leve aumento no risco de de¬ 
senvolver a doenga. 
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do evolutivo e agora estao presenter de uma forma ou outra, em uma porgao substancial 
da populagao (1% ou mais). Acredita-se que tais polimorfismos representem 90% das dife- 
rengas entre o genoma de uma pessoa e o de outra. Mas quando tentamos conectar estas 
variantes comuns com as diferengas na susceptibilidade pelas doengas ou outras caracte- 
risticas hereditarias, como a altura, observamos que elas nao tern todo este poder de pre- 
visao como esperavamos: dessa forma, por exemplo, a maioria confere aumentos relativa- 
mente pequenos - menos de duas vezes - no risco de desenvolver uma doenga comum. 

Em contraste com o polimorfismo, as variantes raras de DNA - aquelas muito menos 
frequentes em humanos do que as SNPs - podem ter grandes efeitos sobre o risco de desen¬ 
volver algumas doengas comuns. Por exemplo, tern sido observado que algumas mutagoes 
com perda de fungao, cada uma rara individualmente, aumentam bastante a predisposigao 
ao autismo e a esquizofrenia. Muitas destas sao mutagoes de novo, que surgiram esponta- 
neamente nas celulas da linhagem germinativa de um dos pais. O fato de que essas muta¬ 
goes surgem espontaneamente com alguma frequencia poderia ajudar a explicar por que 
estes disturbios comuns - cada um observado em cerca de 1% da populagao - permanecem 
conosco, mesmo que os individuos afetados deixem poucos ou nenhum descendente. Es¬ 
sas mutagoes raras podem surgir em qualquer um de centenas de genes diferentes, o que 
poderia explicar muito sobre a variabilidade clinica do autismo e da esquizofrenia. Como 
eles sao mantidos raros por selegao natural, a maioria dessas variantes com muito efeito 
sobre o risco seriam perdidas nos estudos de associagao genomica ampla. 

Agora que o sequenciamento de DNA se tornou rapido e barato, a maneira mais 
eficiente e economica para identificar essas mutagoes raras de grande efeito e sequen¬ 
cer os genomas dos individuos afetados, junto ao dos pais e irmaos como controle. 

A genetica reversa comeqa com um gene conhecido e determina 
quais processos celulares requerem sua fungao 

Como vimos, a genetica classica inicia com um fenotipo mutante (ou, no caso dos humanos, 
uma variedade de caracteristicas) e identifica as mutagoes e consequentemente os genes 
responsaveis por ele. A tecnologia de DNA recombinante tornou possivel um tipo diferente 
de abordagem genetica, uma que e amplamente utilizada em uma variedade de especies 
trataveis geneticamente. Em vez de iniciar com um organismo mutante e utiliza-lo para 
identificar um gene e sua proteina, um pesquisador pode iniciar com um determinado gene 
e fazer mutagoes nele, criando celulas ou organismos para analisar a fungao do gene. Como 
a nova abordagem reverte a diregao tradicional da descoberta genetica - iniciando a partir 
de genes ate mutagoes, e nao ao contrario - ela e comumente denominada genetica re¬ 
versa. E como o genoma do organismo e alterado deliberadamente de uma determinada 
forma, essa abordagem tambem e chamada de engenharia do genoma ou edigao do genoma. 
Deveremos ver, neste capitulo, que essa abordagem pode ser escalonada de modo que con- 
juntos inteiros de organismos possam ser criados, cada um com um gene diferente alterado. 

Existem algumas formas para que um gene de interesse possa ser alterado. Na mais 
simples, o gene pode simplesmente ser deletado do genoma, apesar de que, em um or¬ 
ganismo diploide, isso necessite que ambas as copias, uma em cada cromossomo homo- 
logo - sejam deletadas. Embora um pouco contra intuitiva, uma das melhores maneiras 
de descobrir a fungao de um gene e observar os efeitos decorrentes da sua ausencia. Tais 
“nocautes genicos” sao especialmente uteis se o gene nao e essencial. Por meio da genetica 
reversa, o gene em questao (mesmo sendo essencial) tambem pode ser substituido por um 
que e expressado no tecido errado ou no momento errado do desenvolvimento; esse tipo de 
manipulagao muitas vezes fornece informagoes importantes para a fungao normal do gene. 
Por exemplo, um gene de interesse pode ser modificado para ter sua expressao controlada 
pelo pesquisador (Figura 8-52). Finalmente, genes tambem podem ser modificados gene¬ 
ticamente de modo que sejam expressados normalmente na maioria dos tipos celulares e 
tecidos, mas deletados em certos tipos celulares ou tecidos selecionados pelo pesquisador 
(ver Figura 5-66). Essa abordagem e especialmente util quando um gene tern diferentes pa- 
peis em diferentes tecidos. 

Tambem e possivel realizar alteragoes sutis em um gene. Muitas vezes e util fazer 
alteragoes leves na estrutura de uma proteina de modo que se possa comegar a dissecar 
as porgoes de uma proteina que sao importantes para sua fungao. A atividade de uma 
enzima, por exemplo, pode ser estudada alterando-se apenas um unico aminoacido no 
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Figura 8-52 Genes modificados por engenharia genetica podem ser ativados ou inativados com pequenas moleculas. Aqui, a 
porgao de uma proteina bacteriana (repressor de tetraciclina, Tet) que se liga ao DNA foi fusionada a uma porgao do ativador transcricional 
de mamiferos e expressado em celulas de mamiferos em cultura. 0 gene X modificado, presente no lugar do gene normal, tem sua regiao 
de controle genico normal substituida por sequencias reguladoras c/s-atuantes reconhecidas pelo repressor de tetraciclina. Na ausencia de 
doxiciclina (uma versao particularmente estavel da tetraciclina), o gene modificado e expresso; na presenga de doxiciclina, o gene e inativa- 
do, pois o farmaco faz o repressor de tetraciclina se dissociar do DNA. Essa estrategia tambem pode ser usada em camundongos por meio 
da incorporagao dos genes modificados na linhagem germinativa. Em varios tecidos, o gene pode ser ativado ou inativado pela simples 
adigao ou remogao de doxiciclina na agua dos animais. Se a construgao do repressor de tetraciclina estiver localizada sob o controle de uma 
regiao de controle de urn gene especifico de tecido, o gene modificado por engenharia genetica sera ativado apenas naquele tecido. 

seu sitio ativo. Tambem e possivel, por meio de engenharia do genoma, criar novos tipos 
de protemas em um animal. Por exemplo, um gene pode ser fusionado a uma proteina 
fluorescente. Quando esse gene alterado e introduzido no genoma, a proteina pode ser 
rastreada no organismo vivo por meio do monitoramento da sua fluorescencia. 

Genes alterados podem ser criados de varias maneiras. Talvez o mais simples seja 
sintetizar quimicamente o DNA que compoe o gene. Desta forma, o pesquisador pode es- 
pecificar qualquer tipo de variante do gene normal. Tambem e possivel construir genes 
alterados usando tecnologia de DNA recombinante, como descrito anteriormente neste 
capitulo. Uma vez obtidos, genes alterados podem ser introduzidos em celulas de varias 
maneiras. O DNA pode ser microinjetado em celulas de mamiferos com uma micropipeta 
de vidro ou introduzido por um virus que foi alterado para carregar genes estranhos. Nas 
plantas, os genes sao frequentemente introduzidos por uma tecnica chamada bombarde- 
amento de particulas: amostras de DNA sao colocadas sobre minusculas esferas de ouro 
e, entao, literalmente bombardeadas na parede celular com uma arma especialmente mo- 
dificada. A eletroporagao e o metodo de escolha para introduzir DNA em bacterias e em 
algumas outras celulas. Nessa tecnica, um choque eletrico breve torna a membrana celular 
temporariamente permeavel, permitindo que o DNA estranho entre no citoplasma. 

Por ser mais util para os pesquisadores, o gene alterado, uma vez introduzido 
na celula, deve recombinar com o genoma da celula de modo que o gene normal seja 
substituido. Em organismos simples como as bacterias e leveduras, este processo ocorre 
com alta frequencia usando a propria maquinaria de recombinagao homologa da celula, 
como descrito no Capitulo 5. Em organismos mais complexos que possuem programas 
de desenvolvimento elaborados, o procedimento e mais complicado, pois o gene altera¬ 
do deve ser introduzido na linhagem germinativa, como descreveremos a seguir. 

Animais e plantas podem ser geneticamente modificados 

Os animais e as plantas que foram modificados geneticamente por insergao, delegao ou 
substituigao genica sao chamados de organismos transgenicos, e quaisquer genes es¬ 
tranhos ou modificados que sao adicionados sao chamados de transgenes. Mais adiante, 
neste capitulo, discutiremos plantas transgenicas e agora concentraremos nossa discussao 
nos camundongos transgenicos, uma vez que um enorme progresso esta ocorrendo nessa 
area. Se uma molecula de DNA carregando um gene de camundongo mutado e transferida 
para uma celula de camundongo, ela muitas vezes se insere nos cromossomos de forma 
aleatoria, mas foram desenvolvidos metodos para direcionar o gene mutante para subs- 
tituir o gene normal por recombinagao homologa. Explorando esses eventos de “insergao 
genica” (gene targeting ), qualquer gene especifico pode ser alterado ou inativado em uma 
celula de camundongo por uma substituigao direta do gene. No caso em que ambas as co- 
pias do gene de interesse sao completamente inativadas ou deletadas, o animal resultante e 
chamado de camundongo “nocaute” A tecnica esta resumida na Figura 8-53. 
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Figura 8-53 Resumo dos procedimen- 
tos utilizados para a realizagao de 
substitutes de genes em camundon- 
gos. Na primeira etapa (A), uma versao 
alterada do gene e introduzida em celulas 
ES (celulas-tronco embrionarias) em cultu- 
ra. Essas celulas sao discutidas em detalhes 
no Capitulo 22. Apenas algumas celulas 
ES terao seus genes normals correspon- 
dentes substituidos pelo gene alterado 
pelo evento de recombinagao homologa. 
Essas celulas podem ser identificadas por 
PCR e cultivadas para produzir varios des- 
cendentes, cada urn carregando urn gene 
alterado no lugar de urn dos seus dois ge¬ 
nes normals correspondentes. Na proxima 
etapa do procedimento (B), as celulas ES 
alteradas sao injetadas em urn embriao de 
camundongo muito jovem; as celulas sao 
incorporadas no embriao em crescimento, 
e urn camundongo produzido por urn 
embriao como este ira conter algumas ce¬ 
lulas somaticas (indicadas em laranja) que 
carregam o gene alterado. Alguns desses 
camundongos tambem irao conter celulas 
da linhagem germinativa que possuem o 
gene alterado; quando cruzado com urn 
camundongo normal, alguns camundon¬ 
gos dessa progenie irao conter uma copia 
do gene alterado em todas as suas celulas. 

Os camundongos com o transgene 
na sua linhagem germinativa sao cruza¬ 
dos para produzir tanto animais machos 
como femeas, cada urn heterozigoto para 
a substituigao genica (i.e., eles tern uma 
copia normal e uma mutante do gene). 
Quando esses dois camundongos sao cru¬ 
zados (nao mostrado), urn quarto de sua 
progenie sera homozigoto para o gene 
alterado. 


(A) Celulas ES crescendo (B) Camundongo femea 



Celulas ES com uma copia do 
gene-alvo substituida pelo gene mutante 



AS CELULAS SOMATICAS DA PROGENIE 
SAO TESTADAS PARA A PRESENgA DO 
GENE ALTERADO, E O CAMUNDONGO 
SELECIONADO E CRUZADO PARATESTAR 
A PRESENgA DO GENE NAS CELULAS DA 
LINHAGEM GERMINATIVA 



CAMUNDONGO TRANSGENICO 
COM UMA COPIA DO GENE-ALVO 
SUBSTITUIDA PELO GENE 
ALTERADO NA LINHAGEM 
GERMINATIVA 


A habilidade em preparar camundongos transgenicos deficientes de um gene nor¬ 
mal conhecido e um grande avango, e a tecnica tern sido utilizada para determinar as 
fungoes de muitos genes de camundongos (Figura 8-54). Se o gene atua no inicio do de- 
senvolvimento, o camundongo nocaute normalmente morrera antes de tornar-se adulto. 
Esses defeitos letais podem ser cuidadosamente analisados para ajudar a determinar a 
fungao do gene ausente. Como descrito no Capitulo 5, um tipo especialmente util de 
animal transgenico se aproveita de um sistema de recombinagao sitio especifico para 
remover - e assim inativar - o gene-alvo em um determinado local ou em um determina- 
do momento (ver Figura 5-66). Nesse caso, o gene-alvo nas celulas ES e substituido por 
uma versao totalmente funcional do gene que e flanqueada por um par das sequencias 
curtas de DNA, chamadas de sitios lox, reconhecidos pela protema recombinase Cre. 
Os camundongos transgenicos que resultam sao fenotipicamente normais. Entao, eles 
sao cruzados com camundongos transgenicos que expressam o gene da recombinase 
Cre sob o controle de um promotor induzivel. Nas celulas ou nos tecidos especificos nos 
quais Cre e ativado, ele catalisa a recombinagao entre as sequencias lox - removendo um 
gene-alvo e eliminando sua atividade (ver Figura 22-5). 
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0 sistema bacteriano CRISPR foi adaptado para editar genomas 
em uma ampla variedade de especies 

Uma das dificuldades em fazer um camundongo transgenico pelo procedimento recem- 
-descrito e que a molecula de DNA introduzida (carregando o gene alterado experi- 
mentalmente) muitas vezes se insere de forma aleatoria no genoma, e, portanto, muitas 
celulas ES devem ser rastreadas individualmente para encontrar uma que tenha a subs- 
tituigao genica "correta” 

O uso criativo do sistema CRISPR, descoberto nas bacterias como uma defesa 
contra os virus, resolveu esse problema. Como descrito no Capitulo 7, o sistema CRISPR 
utiliza uma sequencia de RNA guia para se ligar ao DNA de fita dupla (por pareamento 
de bases complementares, que entao ele cliva (ver Figura 7-78). O gene que codifica o 
componente-chave desse sistema, a protema bacteriana Cas9, foi transferido para uma 
variedade de organismos, onde ele simplifica muito o processo de produzir organismos 
transgenicos (Figura 8-55A e B). A estrategia basica e a seguinte: a protema Cas9 e ex- 
pressada em celulas ES junto com um RNA guia desenhado pelo pesquisador para se 
ligar a uma determinada localizagao no genoma. A Cas9 e o RNA guia se associam, o 
complexo e trazido ate a sequencia-alvo no genoma e a protema Cas9 faz uma quebra 
na dupla fita. Como vimos no Capitulo 5, as quebras da dupla fita muitas vezes sao repa- 
radas por recombinagao homologa; aqui, o molde escolhido pela celula para reparar o 
dano e muitas vezes o gene alterado, que e introduzido nas celulas ES pelo pesquisador. 
Dessa forma, o gene normal pode ser danificado de forma seletiva pelo sistema CRISPR e 
substituido com alta eficiencia pelo gene alterado experimentalmente. 

O sistema CRISPR possui uma variedade de outros usos. Sua forga esta na sua ha- 
bilidade de ligar a Cas9 a milhares de posigoes diferentes dentro do genoma pelas regras 
simples do pareamento de bases complementares. Assim, se uma protema Cas9 inati- 
va cataliticamente e fusionada a um ativador ou repressor transcricional, e possivel, em 
principio, ativar ou inativar qualquer gene (Figura 8-55C e D). 

O sistema CRISPR tern varias vantagens sobre outras estrategias para manipular a 
expressao genica experimentalmente. Primeiro, e relativamente facil para um pesquisa- 


Protema 
Cas9 ~ 


RNA-guia 

“■O 


Sitio de clivagem 


. . - 

b . .I.MU 


(A) 


Sitio de clivagem 



DNA genomico 
de fita dupla 


Sequencia PAM 



/ 

Quebra da fita dupla 
(B) 


Dominio de ativacao 




GENE 


GENE 

ATIVO 


IN ATI VO 


(0 (D) 


Figura 8-54 Um camundongo trans¬ 
genico modificado para expressar 
uma DNA-helicase mutante apresenta 
envelhecimento precoce. A helicase, 
codificada pelo gene Xpd, esta envolvida 
tanto na transcrigao como no reparo do 
DNA. Comparado com um camundongo 
tipo selvagem da mesma idade (A), um ca¬ 
mundongo transgenico que expressa uma 
versao defeituosa de Xpd (B) exibe varios 
dos sintomas de envelhecimento precoce, 
incluindo osteoporose, emagrecimento, 
cabelos grisalhos, infertilidade e tempo de 
vida reduzido. A mutagao em Xpd usada 
aqui prejudica a atividade da helicase e 
imita a mutagao que nos humanos causa 
tricotiodistrofia, um disturbio caracteri- 
zado por cabelos frageis, anormalidades 
esqueleticas e uma expectativa de vida 
muito reduzida. Esses resultados indicam 
que um acumulo de danos no DNA pode 
contribuir para o processo de envelhe¬ 
cimento tanto em humanos como em 
camundongos. (A partir de J. de Boer et 
al„ Science 296:1276-1279, 2002. Com 
permissao de AAAS.) 


Figura 8-55 Uso de CRISPR para estu- 
dar a fungao genica em uma ampla va¬ 
riedade de especies. (A) A proteina Cas9 
(expressada artificialmente nas especies 
de interesse) se liga a um RNA-guia de¬ 
senhado pelo pesquisador e tambem ex- 
pressado. A porgao do RNA em azul-claro 
e necessaria para associagoes com Cas9; a 
porgao em azul-escuro e especificada pelo 
pesquisador para se ligar em uma posigao 
do genoma. A unica outra exigencia e que 
a sequencia genomica adjacente inclua um 
PAM (do ingles, protospacer adjacent mo¬ 
tif) curto (motivo protoespagador adjacen¬ 
te,) que e necessario para que a Cas9 clive 
o DNA. Como descrito no Capitulo 7, essa 
sequencia e como o sistema CRISPR nas 
bacterias distingue seu proprio genoma do 
genoma dos virus invasores. (B) Quando 
induzido a realizar quebras na fita dupla, 
o sistema CRISPR melhora muito a habi- 
lidade de substituir um gene endogeno 
por um gene alterado experimentalmente, 
uma vez que o gene alterado seja usado 
para "reparar" a quebra na dupla fita 
(C, D). Com o uso de uma forma mutante 
de Cas9 que nao pode mais clivar DNA, 
Cas9 pode ser utilizada para ativar um 
gene normalmente dormente (C) ou ina¬ 
tivar um gene expressado ativamente (D). 
(Adaptada a partir de P. Mali et al., Nat. 
Methods 10:957-963, 2013. Com permis¬ 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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dor desenhar o RNA-guia: ele simplesmente segue a convengao do pareamento de ba¬ 
ses padrao. Segundo, o gene a ser controlado nao precisa ser modificado; a estrategia 
CRISPR explora sequencias de DNA ja presentes no genoma. Terceiro, numerosos genes 
podem ser controlados de forma simultanea. Cas9 deve ser expressada apenas umavez, 
mas muitos RNAs-guia podem ser expressados na mesma celula; essa estrategia permite 
ao pesquisador ativar ou inativar um conjunto inteiro de genes de uma so vez. 

A exportagao do sistema CRISPR de bacteria para praticamente todos os outros orga- 
nismos (incluindo camundongos, peixe-zebra, vermes, moscas, arroz e trigo) revolucionou 
o estudo da fungao genica. Assim como a descoberta das enzimas de restrigao, esse avango 
proveio dos cientistas estudando um fenomeno fascinante nas bacterias sem inicialmente 
saber o enorme impacto que estas descobertas teriam em todos os aspectos da biologia. 

Grandes colegoes de mutagoes feitas por engenharia genetica 
fornecem uma ferramenta para examinar a fungao de cada gene 
em um organismo 

Esforgos colaborativos extensos produziram bibliotecas abrangentes de mutagoes em 
uma variedade de organismos-modelo, incluindo S. cerevisiae, C. elegans, Drosophila, 
Arabidopsis e mesmo camundongos. O objetivo final, em cada caso, e produzir uma 
colegao de cepas mutantes, nas quais cada gene no organismo foi deletado sistemati- 
camente ou alterado de maneira que possa ser interrompido condicionalmente. As co¬ 
legoes desse tipo fornecem uma fonte incalculavel para investigar a fungao dos genes 
em uma escala genomica. Por exemplo, uma grande colegao de organismos mutantes 
pode ser rastreada para um determinado fenotipo. Assim como as abordagens geneticas 
classicas descritas anteriormente, esta e uma das maneiras mais poderosas de identifi- 
car os genes responsaveis por um determinado fenotipo. Entretanto, diferentemente da 
abordagem genetica classica, o conjunto de mutantes e “pre-construido” de modo que 
nao ha necessidade de se depender de eventos ao acaso como mutagoes espontaneas 
ou insergoes de transposons. Alem disso, cada uma das mutagoes individuais dentro da 
colegao muitas vezes e construida para conter um “codigo de barras” molecular distinto 
- na forma de uma sequencia de DNA unica - designada para identificar o gene alterado 
de forma rapida e rotineira (Figura 8-56). 

Em S. cerevisiae, a tarefa de gerar um conjunto completo de 6 mil mutantes, cada 
um com apenas um gene inativado, foi realizada alguns anos atras. Como cada cepa 
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Figura 8-56 Produzindo colegoes com "codigo de barras" de organismos mutantes. (A) Uma construgao 
de delegao para uso em leveduras contem sequencias de DNA ( vermelho) homologas a cada extremidade do 
gene-alvo X, um gene marcador selecionavel ( azul) e uma unica sequencia "codigo de barras" com aproximada- 
mente 20 pares de nucleotideos de comprimento ( verde). Esse DNA e introduzido em leveduras, nas quais pron- 
tamente substitui 0 gene-alvo por recombinagao homologa. As celulas que carregam uma substituigao genica 
com sucesso sao identificadas pela expressao de um gene marcador selecionavel, normalmente um gene que 
fornece resistencia a um farmaco. Utilizando-se uma colegao de tais construgoes, cada uma especifica para um 
gene, uma biblioteca de mutantes de leveduras foi construida contendo um mutante para cada gene. Os genes 
essenciais nao podem ser estudados dessa forma, uma vez que sua delegao do genoma faz as celulas morre- 
rem. Nesse caso, 0 gene-alvo e substituido por uma versao do gene que pode ser regulada pelo pesquisador 
(ver Figura 8-52). Entao, 0 gene pode ser inativado e 0 seu efeito pode ser monitorado antes que a celula morra. 












CAPITUL0 8 Analisando celulas, moleculas e sistemas 499 


Figura 8-57 Rastreamentos do genoma usando um grande conjunto de leveduras 
mutantes por delegao com codigo de barras. Um grande conjunto de leveduras mu- 
tantes, cada uma com um gene diferente deletado e presentes em quantidades iguais e 
cultivado sob condigoes selecionadas pelo pesquisador. Alguns mutantes (azul) cresceram 
normalmente, mas outros mostraram um crescimento reduzido (laranja e verde) ou nao 
cresceram (vermelho). A viabilidade de cada mutante e determinada experimentalmen- 
te da forma a seguir. Depois de completada a fase de crescimento, o DNA genomico 
(isolado a partir de uma mistura de cepas) e purificado e a abundancia relativa de cada 
mutante e determinada pela quantificagao do nivel do codigo de barras combinado com 
cada delegao. Isso pode ser realizado sequenciando-se o DNA genomico do conjunto ou 
hibridizando-o em microarranjos (ver Figura 8-64) que contem oligonucleotideos de DNA 
complementares a cada codigo de barras. Dessa forma, a contribuigao de cada gene para 
o crescimento sob condigoes especificas pode ser rapidamente constatada. Esse tipo de 
estudo revelou que dos aproximadamente 6 mil genes codificadores na levedura, apenas 
cerca de mil sao essenciais sob condigoes de crescimento padrao. 


mutante possui uma sequencia de codigo de barras individual embebida no seu ge¬ 
noma, uma grande mistura de cepas modificadas por engenharia genetica pode ser 
crescida sob varias condigoes teste seletivas - como privagao nutritiva, mudanga de 
temperatura ou presenga de varios farmacos - e as celulas que sobrevivem podem ser 
rapidamente identificadas por meio da unica sequencia marcadora presente nos seus 
genomas. Ao determinar como cada mutante na mistura ira progredir, pode-se comegar 
a discernir quais genes sao essenciais, uteis ou irrelevantes para crescer sob varias con¬ 
digoes (Figura 8-57). 

Os resultados obtidos ao examinar as bibliotecas mutantes podem ser considera- 
veis. Por exemplo, o estudo de uma grande colegao de mutantes em Mycoplasma genita- 
lium - o organismo com o menor genoma conhecido - identificou o minimo de comple- 
mentos de genes essenciais a vida da celula. O crescimento sob condigoes de laboratorio 
requer cerca de tres quartos dos 480 genes que codificam protemas em M. genitalium. 
Aproximadamente 100 desses genes essenciais nao tern fungao conhecida, o que sugere 
que um numero surpreendente dos mecanismos moleculares basicos que sao a base da 
vida ainda devera ser descoberto. 

As colegoes de organismos mutantes tambem estao dispomveis para varias espe- 
cies animais e de plantas. Por exemplo, e possivel "encomendar” por telefone ou e-mail 
de um consorcio de pesquisadores, um mutante de delegao ou insergao de quase todos 
genes codificadores em Drosophila. Da mesma forma, existe um conjunto quase com- 
pleto de mutantes para a planta “modelo" Arabidopsis. E, a adaptagao do sistema CRIS- 
PR para uso em camundongos significa que, no futuro proximo, esperamos poder ser 
capazes de ativar e inativar, a vontade, cada gene no genoma de camundongo. Embora 
ainda sejamos desconhecedores da fungao da maioria dos genes na maior parte dos or¬ 
ganismos, essas tecnologias permitem uma exploragao da fungao genica em uma escala 
que nao era imaginavel uma decada atras. 

A interferencia de RNA e uma maneira simples e rapida de testar 
a fungao do gene 

Embora o nocaute (ou expressao condicional) de um gene em um organismo e o estudo 
das suas consequencias seja a abordagem mais poderosa para compreender as fungoes 
do gene, a interferencia de RNA (RNAi ), e uma abordagem alternativa particularmente 
conveniente. Como discutido no Capitulo 7, esse metodo explora o mecanismo natural 
utilizado em varias plantas, animais e fungos para proteger-se contra virus e elementos 
transponfveis. A tecnica introduz uma molecula de fita dupla de RNA, cuja sequencia de 
nucleotideos combina com parte do gene a ser inativado em uma celula ou organismo. 
Apos o processamento do RNA, ele se hibridiza com o RNA do gene-alvo (mRNA ou RNA 
nao codificador) e reduz sua expressao pelo mecanismo mostrado na Figura 7-75. 

O RNAi e frequentemente usado para inativar genes em Drosophila e linhagens de 
cultura de celulas de mamiferos. Para isso, um conjunto de 15 mil moleculas de RNAi de 
Drosophila (uma para cada gene codificador) permite aos cientistas, em alguns meses, 
testar o papel de cada gene da mosca em um processo que pode ser monitorado usando- 
-se celulas em cultura. O RNAi tambem foi bastante utilizado para estudar a fungao geni¬ 
ca em organismos inteiros, incluindo o nematodeo C. elegans. Quando trabalhamos com 


Conjunto de leveduras mutantes com 
codigo de barras, cada uma com um gene 
diferente deletado 

| Codigo de barras 
Cultivo das celulas em 
condigoes escolhidas 

• •• 

• • 

I 

Purificagao do DNA genomico 

I 



I 

Analise da abundancia relativa 
de cada codigo de barras 

I 



12 3 4 


Mutantes de delegao 










500 PARTE III Formas de trabalhar com celulas 


E. coli, expressando 
RNA de fita dupla, 
ingerida por um verme 



(A) 


Figura 8-58 A fungao genica pode ser testada por interference de RNA. (A) Um RNA de fita 
dupla (dsRNA) pode ser introduzido em C. elegans por (1) alimentagao dos vermes com E. coli que ex- 
pressa o dsRNA ou (2) injegao do dsRNA diretamente no estomago dos animais. (B) Em um embriao 
do tipo selvagem, os pronucleos (sefas vermelhas) do ovulo e do espermatozoide se unem na metade 
posterior do embriao logo apos a fertilizagao. (C) Em um embriao no qual um determinado gene foi 
inativado por RNAi, os pronucleos falharam na migragao. Esse experimento revelou uma importante 
fungao, previamente desconhecida, desse gene no desenvolvimento embrionario. (B e C, a partir de P. 
Gonczy eta!., Nature 408:331-336, 2000. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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vermes, introduzir o RNA de fita dupla e bastante simples: o RNA pode ser injetado dire¬ 
tamente no intestino do animal, ou o verme pode ser alimentado com E. coli modificada 
para produzir o RNA (Figura 8-58). O RNA e amplificado (ver p. 431) e distribuido pelo 
corpo do verme, onde ele inibe a expressao do gene-alvo em diferentes tipos de tecidos. 
A RNAi esta sendo usada para ajudar a estabelecer fungoes para todo o complemento 
dos genes de vermes (Figura 8-59). 

Uma tecnica relacionada tambem tern sido utilizada em camundongos. Nesse 
caso, as moleculas de RNAi nao sao injetadas ou utilizadas para alimentar um camun- 
dongo; particularmente, tecnicas de DNA recombinante sao utilizadas para produzir 
animais transgenicos que expressam a RNAi sob o controle de um promotor induzivel. 
Muitas vezes, esse e um RNA especialmente desenhado que pode se dobrar sobre si mes- 
mo e, por pareamento de bases, produzir uma regiao dupla fita que e reconhecida pela 
maquinaria da RNAi. Nos casos mais simples, o processo inativa apenas os genes que pa- 
reiam perfeitamente com a sequencia de RNAi. Dependendo dos promotores induziveis 
utilizados, a RNAi pode ser produzido apenas em um tecido especifico ou apenas em um 
determinado momento do desenvolvimento, permitindo que a fungao dos genes-alvo 
seja analisada em grande detalhe. 

A RNAi tornou a genetica reversa simples e eficiente em varios organismos, mas 
a tecnica tern varias limitagoes graves comparada com os nocautes genicos verdadei- 
ros. Por razoes desconhecidas, a RNAi nao inativa os genes de forma eficiente. Alem 
disso, dentro de organismos inteiros, certos tecidos podem ser resistentes a agao da 

Figura 8-59 A interferencia de RNA 
fornece um metodo conveniente para 
conduzir rastreamentos geneticos 
amplos do genoma. Neste experimento, 
cada pogo dessa placa de 96 pogos e 
preenchido com E. coli que produz um 
RNA de fita dupla diferente. Cada RNA de 
interferencia combina com a sequencia 
de nucleotideos de um unico gene de 
C. elegans, inativando-o. Cerca de 10 
vermes sao adicionados em cada pogo, 
onde eles ingerem a bacteria modificada 
geneticamente. A placa e incubada por al- 
guns dias, o que da tempo aos RNAs para 
inativar seus genes-alvo - e tempo aos 
vermes para crescer, acasalar e produzir 
descendentes. Entao, a placa e examinada 
ao microscopio, que pode ser controlado 
roboticamente, para rastrear genes que 
afetam a capacidade dos vermes de sobre- 
viver, reproduzir, desenvolver e o seu corn- 
portamento. Mostrados aqui estao vermes 
normais ao lado de vermes que nao pos- 
suem a capacidade de se reproduzir devi- 
do a inativagao de um determinado gene 
para "fertilidade". (A partir de B. Lehner et 
ai, Nat Genet 38:896-903, 2006. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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RNAi (p. ex. ; neuronios em nematodeos). Um outro problema resulta de varios or- 
ganismos conterem grandes familias genicas, cujos membros exibem similaridade 
nas sequencias. Portanto, RNAi as vezes produz efeitos de “alem do alvo" inativando 
genes relacionados alem dos genes-alvo. Uma estrategia para evitar esse problema e 
utilizar multiplas moleculas pequenas de RNA que pareiam com diferentes regioes 
do mesmo gene. No final, os resultados de qualquer experimento de RNAi devem ser 
vistos como um forte indicio, mas nao necessariamente uma prova, de fungao genica 
normal. 

Genes-reporter revelam quando e onde um gene e expresso 

Na segao anterior, discutimos como as abordagens geneticas podem ser utilizadas para 
acessar a fungao genica em celulas em cultura ou, ainda melhor, no organismo intacto. 
Embora essa informagao seja crucial para compreender a fungao genica, ela normal- 
mente nao revela os mecanismos moleculares pelos quais o produto genico trabalha na 
celula. Por exemplo, a genetica por si so raramente nos informa todos os locais no orga¬ 
nismo onde o gene e expressado, ou como sua expressao e controlada. Ela nao neces¬ 
sariamente revela se o gene atua no nucleo, citosol, superficie da celula ou em um dos 
numerosos outros compartimentos da celula. E nao revela como um produto genico 
pode alterar sua localizagao ou seu padrao de expressao quando o meio externo da ce¬ 
lula e modificado. Pistas-chave para a fungao genica podem ser obtidas simplesmente 
observando-se quando e onde um gene e expressado. Uma variedade de abordagens, a 
maioria envolvendo alguma forma de engenharia genetica, pode facilmente prover essa 
informagao critica. 

Como discutido em detalhes no Capitulo 7, sequencias reguladoras de DNA 
ds-atuantes, localizadas antes ou depois da regiao codificadora, controlam a transcrigao 
genica. Essas sequencias reguladoras, que determinam precisamente quando e onde o 
gene e expresso, podem ser facilmente estudadas colocando-se um gene-reporter sob 
seu controle e introduzindo-se essas moleculas de DNA recombinante nas celulas (Figu- 
ra 8-60). Dessa forma, o padrao normal de expressao de um gene pode ser determinado, 
assim como a contribuigao das sequencias reguladoras ds-atuantes individuais no esta- 
belecimento desse padrao (ver tambem Figura 7-29). 


(A) MOLECULAS INICIAIS DE DNA 


PADRAO DE EXPRESSAO 
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Padrao de expressao do 
gene X normal 


Celulas 
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Padrao de expressao do 
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(C) CONCLUSOES —A sequencia reguladora c/'s-atuante 3 normalmente ativa o gene X na celula B 

—A sequencia reguladora c/'s-a tuante 2 normalmente ativa o gene X nas celulas D, EeF 

—A sequencia reguladora c/'s-a tuante 1 normalmente inativa o gene X na celula D 


Figura 8-60 Utilizagao de uma 
proteina-reporter para determinar o 
padrao de expressao de um gene. 

(A) Neste exemplo, a sequencia codifica¬ 
dora para a proteina X e substituida pela 
sequencia codificadora para a proteina- 
-reporter Y. Os pad roes de expressao 
para X e Y sao os mesmos. (B) Varios 
fragmentos de DNA contendo sequencias 
reguladoras c/s-atuantes candidatas sao 
adicionados em combinagoes para produ- 
zir moleculas-teste de DNA que codificam 
o gene-reporter Y. Entao, essas moleculas 
de DNA recombinante sao testadas para a 
expressao apos sua introdugao em varios 
tipos diferentes de celulas de mamiferos. 
Os resultados estao resumidos em (C). 

Para experimentos em celulas eucari- 
oticas, duas proteinas-reporter comumente 
utilizadas sao as enzimas (3-galactosidase 
O-gal) (ver Figura 7-28) e a proteina verde 
fluorescente (GFP) (ver Figura 9-22). 
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Figura 8-61 As GFPs que fluorescem 
em diferentes comprimentos de onda 
ajudam a revelar as conexoes que os 
neurdnios individuals fazem no cere- 
bro. Esta imagem mostra neuronios colo- 
ridos diferencialmente em uma regiao do 
cerebro de um camundongo. Os neuronios 
expressam combinagoes distintas de GFPs 
coloridas de forma diferente (ver Figura 
9-13), tornado possivel distinguir e rastrear 
varios neuronios individuals dentro de uma 
populagao. Essas imagens foram obtidas 
por modificagoes geneticas realizadas em 
genes para quatro proteinas fluorescentes 
diferentes, cada uma flanqueada por sitios 
loxP de recombinagao (ver Figura 5-66), 
seguida pela sua integragao na linhagem 
germinativa do camundongo. Quando cru¬ 
zado com um camundongo que produz a 
Cre recombinase nas celulas neuronais, os 
genes para a proteina fluorescente foram 
excisados de forma aleatoria, produzindo 
neuronios que expressam varias combi¬ 
nagoes diferentes das quatro proteinas 
fluorescentes. Mais de cem combinagoes 
de proteina fluorescente podem ser produ- 
zidas, permitindo que os cientistas distin- 
gam um neuronio do outro. A maravilhosa 
aparencia desses neuronios marcados deu 
a esses animais o apelido divertido de "ca- 
mundongos arco-fris". (A partir de J. Livet 
etal., Nature 450:56-62, 2007. Com per- 
missao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Os genes-reporter tambem permitem que qualquer proteina seja rastreada ao lon- 
go do tempo em celulas vivas. Aqui, o gene-reporter codifica uma proteina fluorescente, 
com frequencia a proteina verde fluorescente (GFP), molecula que confere a agua-viva 
luminescente seu brilho esverdeado. A GFP simplesmente e ligada - em fase de leitura - 
ao gene que codifica a proteina de interesse. A proteina fusionada a GFP resultante mui- 
tas vezes se comporta da mesma forma que a proteina normal e sua localizagao pode ser 
monitorada por microscopia de fluorescencia, um topico que sera discutido no proximo 
capitulo (ver Figura 9-25). A fusao com GFP tornou-se uma estrategia-padrao para ras¬ 
trear nao apenas a localizagao, mas tambem o movimento de proteinas especificas nas 
celulas vivas. Alem disso, o uso de multiplas variantes de GFP que fluorescem em dife¬ 
rentes comprimentos de onda pode fornecer informagbes sobre como celulas diferentes 
interagem em um tecido vivo (Figura 8-61). 


A hibridizagao in situ pode revelar a localizagao dos mRNAs e 
RNAs nao codificadores 

Tambem e possivel observar diretamente o momento e o local em que um produto de 
RNA de um gene e expresso usando hibridizagao in situ. Para genes que codificam pro- 
temas, essa estrategia muitas vezes fornece a mesma informagao geral das abordagens 
com gene-reporter descritas anteriormente; porem ela e crucial para genes cujo produto 
final e o RNA em vez de proteina. Ja vimos a hibridizagao in situ antes neste capitulo (ver 
Figura 8-34); ela baseia-se nos principios basicos da hibridizagao de acidos nucleicos. 
Normalmente, os tecidos sao gentilmente fixados de modo que o seu RNA e retido em 
uma forma exposta que pode hibridizar com uma sonda marcada de DNA ou RNA com- 
plementar. Dessa forma, os padroes de expressao genica diferencial podem ser observa- 
dos nos tecidos, e a localizagao de RNAs especificos pode ser determinada (Figura 8-62). 
Uma vantagem da hibridizagao in situ sobre outras abordagens e que nao e necessaria a 
engenharia genetica. Dessa forma, muitas vezes e mais simples e rapida e pode ser utili- 
zada para especies geneticamente intrataveis. 


A expressao de genes individuals pode ser medida usando-se 
RT-PCR quantitativa 

Embora os genes-reporter e a hibridizagao in situ revelem de forma acurada padroes da 
expressao genica, eles nao sao os metodos mais poderosos para quantificar quantidades 
de RNAs individuals em celulas. Vimos que o sequenciamento de RNA pode fornecer in- 
formagoes sobre a abundancia relativa de diferentes moleculas de RNA (ver Figura 7-3). 
Aqui, o numero de “leituras de sequencia” (segmento curtos de sequencia de nucleoti- 
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Figura 8-62 A hibridizacao in situ para mRNAs tem sido utilizada para 
gerar um atlas da expressao genica no cerebro de camundongos. Esta 
imagem gerada por computador mostra a expressao de alguns mRNAs dife- 
rentes especificos para uma area do cerebro associada com a aprendizagem 
e a memoria. Mapas similares de padroes de expressao de todos os genes 
conhecidos no cerebro de camundongo estao compilados no projeto do atlas 
de cerebro, disponivel online. (A partir de M. Hawrylycz etal., PLoS Comput. 
Biol. 7:e1001065, 2011.) 

deos) e proporcional a abundancia das especies de RNA. Mas esse metodo e limitado aos 
RNAs que sao expressos em niveis razoavelmente altos, e e dificil quantificar (ou mesmo 
identificar) RNAs raros. Um metodo mais acurado baseia-se nos principios da PCR (Figu¬ 
ra 8-63). Chamada RT-PCR (reagao em cadeia da polimerase por transcriptase reversa) 
quantitativa esse metodo inicia com uma populagao total de moleculas de RNA purifi- 
cadas a partir de um tecido ou cultura de celulas. E importante que nenhum DNA esteja 
presente na preparagao; ele deve ser retirado ou degradado enzimaticamente. Dois inicia- 
dores de DNA que pareiam especificamente com o mRNA de interesse sao adicionados, 
com a transcriptase reversa, ao DNA-polimerase e aos quatro desoxirribonucleosideos 
trifosfato necessarios para a smtese. O primeiro ciclo de smtese e a transcrigao reversa do 
RNA em DNA usando um desses iniciadores. Depois, uma serie de ciclos de aquecimento 
e resfriamento permite a amplificagao daquela fita de DNA por PCR (ver Figura 8-36). A 
parte quantitativa desse metodo tem como base uma relagao direta entre a velocidade em 
que o produto de PCR e gerado e a concentragao original das especies de mRNA de inte¬ 
resse. Pela adigao de corantes quimicos na PCR que fluorescem apenas quando ligados 
a uma fita dupla de DNA, uma medida simples de fluorescencia pode ser utilizada para 
rastrear o progresso da reagao e, dessa forma, deduzir com acuidade a concentragao inicial 
do mRNA que e amplificado. Embora parega complicada, essa tecnica de RT-PCR e relati- 
vamente rapida e simples para ser realizada no laboratorio; ela e atualmente o metodo de 
escolha para quantificar os niveis de mRNA de forma acurada a partir de qualquer gene. 

Analises de mRNAs por microarranjo ou RNA-seq fornecem 
informaqoes sobre a expressao em um momento espedfico 

Como discutido no Capitulo 7, uma celula expressa apenas um subconjunto de varios 
milhares de genes disponiveis no seu genoma; alem disso, esses subconjuntos diferem 
de um tipo de celula para outro ou, na mesma celula, de um meio para outro. Uma ma- 
neira de determinar quais genes estao sendo expressos por uma populagao de celulas ou 
um tecido e analisar quais mRNAs estao sendo produzidos. 

A primeira ferramenta que ajudou os pesquisadores a analisar simultaneamente 
os milhares de RNAs diferentes produzidos pelas celulas ou tecidos foi o microarranjo 
de DNA. Desenvolvido nos anos de 1990, os microarranjos de DNA sao laminas de vi- 
dro de microscopio que contem centenas de milhares de fragmentos de DNA, cada um 
servindo de sonda para o mRNA produzido por um gene especifico. Tais microarranjos 
permitem aos investigadores monitorar a expressao de cada gene em um genoma em 
um unico experimento. Para a analise, os mRNAs sao extraidos das celulas ou tecidos e 
convertidos em cDNAs (ver Figura 8-31). Os cDNAs sao marcados fluorescentemente 
e hibridizados a fragmentos ligados ao microarranjo. Entao, um microscopio de fluores¬ 
cencia automatizado determina quais mRNAs estao presentes na amostra original com 
base nas posigoes do arranjo as quais os cDNAs estao ligados (Figura 8-64). 

Embora os microarranjos sejam relativamente baratos e faceis de usar, eles tem 
uma desvantagem obvia: as sequencias das amostras de mRNA a serem analisadas de- 
vem ser conhecidas antes e representadas por uma sonda correspondente no arranjo. 
Com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento melhoradas, os pesquisa¬ 
dores utilizam cada vez mais RNA-seq, discutido anteriormente, como uma abordagem 
mais direta para catalogar os RNAs produzidos por uma celula. Por exemplo, essa abor¬ 
dagem pode detectar prontamente o splicing alternative do RNA, edigao do RNA e varios 
RNAs nao codificadores produzidos a partir de um genoma complexo. 

Os microarranjos de DNA e as analises RNA-seq tem sido utilizados para examinar 
tudo, desde as mudangas na expressao genica, que fazem os morangos amadurecerem, 




Tempo (numero de ciclos de PCR) —► 

Figura 8-63 Os niveis de RNA podem 
ser medidos por RT-PCR quantitativa. 

A fluorescencia medida e gerada por um 
corante que fluoresce apenas quando 
ligado a produtos de DNA de fita dupla 
da RT-PCR (ver Figura 8-36). A amostra 
vermelha tem uma concentragao maior do 
mRNA quantificada do que a amostra azul, 
uma vez que ela requer menos ciclos de 
PCR para atingir a mesma metade de con¬ 
centragao maxima do DNA de fita dupla. 
Com base nessa diferenga, as quantidades 
relativas do mRNA nas duas amostras po¬ 
dem ser precisamente determinadas. 
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Figura 8-64 Os microarranjos de DNA sao utilizados para analisar a produgao de 
milhares de mRNAs diferentes em um unico experimento. Neste exemplo, o mRNA e 
coletado a partir de duas amostras de celulas diferentes - por exemplo, celulas tratadas com 
um hormonio e celulas do mesmo tipo nao tratadas - para permitir uma comparagao direta 
dos genes especificos expressados sob ambas as condigoes. Os mRNAs sao convertidos em 
cDNAs que sao marcados com um corante vermelho fluorescente para uma amostra e um 
corante verde fluorescente para outra. As amostras marcadas sao misturadas e hibridizadas 
com o microarranjo. Cada ponto microscopico no microarranjo e uma molecula de DNA 
de 50 nucleotideos de sequencia definida produzidas por sfntese qumnica e adicionadas ao 
arranjo. A sequencia de DNA representada por cada ponto e diferente, e as centenas de 
milhares desses pontos sao projetados para cobrir a sequencia do genoma. A sequencia 
de DNA de cada ponto e acompanhada pelo computador. Apos a incubagao, o arranjo e 
lavado e a fluorescencia e varrida. Apenas uma pequena proporgao do microarranjo, repre¬ 
sentando 676 genes e mostrada. Os pontos vermelhos indicam que o gene na amostra 1 e 
expressado em nfvel mais alto do que o gene correspondente na amostra 2, e os pontos ver- 
des indicam o oposto. Os pontos amarelos revelam genes que sao expressos em nfveis iguais 
em ambas as amostras de celulas. A intensidade da fluorescencia fornece uma estimativa 
de quanto RNA de um gene esta presente. Os pontos escuros indicam pouca ou nenhuma 
expressao do gene cuja sonda esta localizada naquela posigao do arranjo. 


ate as “assinaturas” da expressao genica de diferentes tip os de celulas de cancer humano; 
ou desde mudangas que ocorrem conforme as celulas progridem pelo ciclo celular ate 
aquelas produzidas em resposta a mudangas repentinas na temperatura. Na verdade, 
como essas abordagens permitem o monitoramento simultaneo de um grande mirnero 
de RNAs, elas podem detectar mudangas sutis em uma celula, mudangas que podem 
nao ser manifestadas em sua aparencia ou em seu comportamento. 

Estudos gerais de expressao genica tambem fornecem informagao util para pre- 
dizer a fungao genica. Anteriormente, neste capitulo, discutimos como a identifica- 
gao de protemas que interagem pode gerar informagoes sobre a fungao da protema. 
Um principio semelhante tambem e verdadeiro para genes: uma informagao sobre a 
fungao genica pode ser deduzida pela identificagao dos genes que compartilham seu 
padrao de expressao. Utilizando-se uma abordagem chamada de analise de agrupa- 
mentos, podem-se identificar grupos de genes que sao regulados de forma coordenada. 
Os genes que sao ativados ou inativados em conjunto, sob circunstancias diferentes, pro- 
vavelmente trabalham em conjunto na celula: eles podem codificar para protemas que 
sao parte da mesma maquina multiproteica ou para protemas que estao envolvidas em 
uma atividade coordenada complexa, como a replicagao do DNA ou o splicing do RNA. 
Caracterizar um gene cuja fungao e desconhecida pelo seu agrupamento com genes co- 
nhecidos que compartilham seu comportamento transcricional e, as vezes, chamado de 
“culpa pela associagao”. A analise de agrupamentos tern sido utilizada para analisar os 
perfis da expressao genica que fundamentam varios processos biologicos interessantes, 
incluindo a cicatrizagao de feridas em humanos (Figura 8-65). 
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Figura 8-65 Utilizagao da analise de agrupamentos para identificar grupos de genes que sao regulados de forma coordenada. Os genes que 
possuem o mesmo padrao de expressao provavelmente estao envolvidos em vias ou processos comuns. Para fazer uma analise de agrupamento, os dados de 
RNA-seq ou microarranjos sao obtidos a partir de amostras de celulas expostas a varias condigoes diferentes, e os genes que mostram mudangas coordenadas 
no seu padrao de expressao sao agrupados. Neste experimento, os fibroblastos humanos foram privados de soro por 48 horas; o soro foi, entao, adicionado a 
cultura no tempo 0, e as celulas foram coletadas para analise do microarranjo em diferentes tempos. Dos 8.600 genes mostrados aqui (cada um representado 
por uma linha vertical fina ), pouco mais de 300 mostraram tres vezes ou mais variagao nos seus padroes de expressao em resposta a reintrodugao do soro. Aqui 
o vermelho indica um aumento na expressao; o verde uma diminuigao na expressao. Tendo como base os resultados de varios outros experimentos, os 8.600 
genes foram agrupados com base nos padroes similares de expressao. Os resultados dessa analise mostram que os genes envolvidos na cicatrizagao sao ativados 
em resposta ao soro, enquanto os genes envolvidos na regulagao da progressao do ciclo celular e da biossfntese de colesterol sao inativados. 

(A partir de M.B. Eisen et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 94:14863-14868, 1998. Com permissao de National Academy of Sciences.) 
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Figura 8-66 Imunoprecipitagao da cromatina. Esse metodo permite a identificagao 
de todos os sitios que um regulador da transcrigao ocupa em um genoma in vivo. 

As identidades dos fragmentos de DNA precipitados e amplificados sao determinadas 
por sequenciamento. 

A imunoprecipitagao da cromatina genomica ampla identifica 
sitios no genoma ocupados por reguladores da transcrigao 
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Discutimos algumas estrategias para medir os niveis de RNAs individuais em uma celula 
e monitorar alteragoes em seus niveis em resposta a sinais externos. Mas essa informa- 
gao nao nos informa como tais alteragoes foram provocadas. Vimos, no Capitulo 7, que 
os reguladores da transcrigao, por se ligarem a sequencias reguladoras cis no DNA, sao 
responsaveis por restabelecer e alterar os padroes da transcrigao. Normalmente, essas 
protemas nao ocupam todas as suas sequencias cis reguladoras potenciais no genoma 
sob todas condigoes. Por exemplo, em alguns tipos de celulas, a protema reguladora 
pode nao ser expressada, ou ela pode estar presente, mas nao ter uma protema parceira 
obrigatoria, ou ela pode ser excluida do micleo ate que um sinal apropriado seja rece- 
bido a partir do meio da celula. Mesmo se a protema estiver presente no micleo e for 
competente para se ligar ao DNA, outros reguladores da transcrigao ou componentes da 
cromatina podem ocupar sequencias de DNA que se sobrepoem e assim ocluir algumas 
das suas sequencias reguladoras cis no genoma. 

A imunoprecipitagao da cromatina fornece uma maneira para determinar expe- 
rimentalmente todas as sequencias cis reguladoras em um genoma que sao ocupadas 
por um determinado regulador da transcrigao sob um conjunto particular de condigoes 
(Figura 8-66). Nessa metodologia, as protemas sao covalentemente ligadas ao DNA nas 
celulas vivas, as celulas sao lisadas e o DNA e mecanicamente quebrado em fragmentos 
pequenos. Os anticorpos direcionados contra um determinado regulador da transcrigao 
sao, entao, utilizados para purificar o DNA que se tornou covalentemente ligado aquela 
protema na celula. Esse DNA entao e sequenciado usando os metodos rapidos discuti- 
dos anteriormente; a localizagao precisa de cada fragmento de DNA precipitado ao lon- 
go do genoma e determinada por meio da comparagao da sua sequencia de DNA com 
a sequencia genomica inteira (Figura 8-67). Dessa forma, todos os sitios ocupados pelo 
regulador da transcrigao na amostra de celulas podem ser mapeados no genoma das ce¬ 
lulas (ver Figura 7-37). Em combinagao com a informagao do microarranjo ou RNA-seq, 
a imunoprecipitagao da cromatina pode identificar o regulador-chave da transcrigao res- 
ponsavel por especificar um determinado padrao de expressao genica. 

A imunoprecipitagao da cromatina tambem pode ser utilizada para deduzir as 
sequencias reguladoras cis reconhecidas por um determinado regulador da transcri¬ 
gao. Aqui, todas as sequencias de DNA precipitadas pelo regulador sao arranjadas 
(pelo computador) e as caracteristicas em comum sao tabuladas para produzir o es- 
pectro de sequencias reguladoras cis reconhecidas pela protema (ver Figura 7-9A). A 
imunoprecipitagao da cromatina tambem e usada rotineiramente para identificar as 
posigoes ao longo do genoma que estao ligadas pelos varios tipos de histonas modi- 
ficadas (discutido no Capitulo 4). Nesse caso, sao empregados anticorpos especificos 
para determinada modificagao da histona (ver Figura 8-67). A variagao da tecnica tam¬ 
bem pode ser utilizada para mapear posigoes dos cromossomos que estao fisicamente 
proximos (ver Figura 4-48). 
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0 perfil de ribossomos revela quais mRNAs estao sendo 
traduzidos na celula 

Nas segoes anteriores, discutimos algumas maneiras de como os niveis de RNA podem 
ser monitorados nas celulas. Mas, para os mRNAs, isso representa apenas uma etapa na 
expressao genica, e muitas vezes estamos mais interessados no nivel final da protema 
produzida pelo gene. Como descrito na primeira parte do capitulo, metodos de espectro- 
metria de massa podem ser utilizados para monitorar os niveis de todas as protemas na 
celula, incluindo formas modificadas das protemas. Entretanto, se quisermos compreen- 
der como a smtese das protemas e controlada pela celula, precisamos considerar a etapa 
de tradugao da expressao genica. 
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Figura 8-67 Resultados de algumas 
imunoprecipitagdes da cromatina mos- 
trando as protemas ligadas a regiao- 
-controle que regula a expressao do 
gene Oct4. Nesta serie de experimentos 
com imunoprecipitagao da cromatina, an- 
ticorpos direcionados contra urn regulador 
da transcrigao (primeiros tres paineis) ou 
uma determinada modificagao da histona 
(quarto painel) foram usados para preci- 
pitar o DNA ligado por ligagao cruzada. 

0 DNA precipitado foi sequenciado e 
as posigoes ao longo do genoma foram 
mapeadas. (Apenas uma pequena parte 
do genoma de camundongo contendo o 
gene Oct4 esta mostrada). Os resultados 
mostram que, nas celulas-tronco embrio- 
narias analisadas nesses experimentos, 
Oct4 se liga cadeia acima do seu proprio 
gene e que Sox2 e Nanog estao ligadas 
nas proximidades. Oct4, Sox2 e Nanog 
sao reguladores-chave nas celulas-tronco 
embrionarias (discutido no Capitulo 22) e 
esse experimento revela a posigao no ge¬ 
noma pela qual eles exercem seus efeitos 
na expressao de Oct4. No quarto painel 
sao mostradas as posigoes de uma modi¬ 
ficagao na histona associada com genes 
transcritos ativamente (ver Figura 4-39). 
Finalmente, o painel inferior mostra o 
RNA produzido a partir do gene Oct4 sob 
as mesmas condigoes utilizadas para as 
imunoprecipitagoes da cromatina. Observe 
que os fntrons e exons sao relativamente 
faceis de identificar a partir desses dados 
de RNA-seq. 
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Uma abordagem chamada de perfil de ribossomos fornece um mapa instantaneo 
da posigao dos ribossomos em cada mRNA na celula e, desse modo, identifica aque- 
les mRNAs que estao sendo traduzidos ativamente. Para realizar isso, o RNA total de 
uma linhagem celular ou tecido e exposto a RNAses sob condigoes nas quais aquelas 
sequencias de RNA protegidas pelos ribossomos sao poupadas. Os RNAs protegidos sao 
liberados dos ribossomos, convertidos em DNA e a sequencia de nucleotideos de cada 
um e determinada (Figura 8-68). Quando essas sequencias sao mapeadas no genoma, a 
posigao dos ribossomos em cada especie de mRNApode ser verificada. 

O perfil de ribossomos revelou muitos casos nos quais os mRNAs sao abundantes, 
mas nao sao traduzidos ate que as celulas recebam um sinal externo. Tambem mostrou 
que varias fases de leitura aberta (ORFs) que eram muito pequenas para serem anotadas 
como genes sao traduzidas ativamente e provavelmente codificam protemas funcionais, 
embora muito pequenas (Figura 8-69). Finalmente, o perfil de ribossomos revelou de 
que maneiras as celulas alteram de forma rapida e global seus padroes de tradugao em 
reposta a uma mudanga subita na temperatura, disponibilidade de nutrientes ou estres- 
se quimico. 


Metodos de DNA recombinante revolucionaram a saude humana 

Vimos que as metodologias de acidos nucleicos desenvolvidas nos ultimos 40 anos alte- 
raram completamente a maneira como a biologia celular e molecular sao estudadas. Mas 
elas tambem tiveram um profundo efeito no nosso cotidiano. Varios farmacos humanos 
em uso rotineiro (p. ex., insulina, hormonio de crescimento humano, fatores de coagula- 
gao do sangue e interferon) tern como base a clonagem de genes humanos e a expressao 
das protemas codificadas em grandes quantidades. Como o sequenciamento de DNA con- 
tinua a diminuir de custo, mais e mais indivlduos escolhem ter seu genoma sequenciado; 
essa informagao pode ser utilizada para prever a susceptibilidade a doengas (muitas vezes 
com a opgao de minimizar esta possibilidade pelo comportamento adequado) ou predizer 
a maneira como um individuo respondera a determinado farmaco. O genoma de celulas 
tumorais de um individuo pode ser sequenciado para determinar o melhor tipo de trata- 
mento anticancer. E mutagoes que causam cancer ou aumentam muito o risco de doenga 
continuam a ser identificadas a um ritmo sem precedentes. Utilizando as tecnologias de 
DNA recombinante discutidas neste capitulo, essas mutagoes podem, entao, ser introdu- 
zidas em animais, como camundongos, que podem ser estudados no laboratorio. Os ani- 
mais transgenicos resultantes, que muitas vezes mimetizam algumas das anormalidades 
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Figura 8-68 Perfil de ribossomos. 

0 RNA e purificado a partir de celulas e 
digerido com uma RNAse para deixar ape- 
nas aquelas porgoes dos mRNAs que estao 
protegidas pela ligagao de um ribossomo. 
Esses segmentos curtos de RNA protegido 
(aproximadamente 20 nucleotideos de 
comprimento) sao convertidos em DNA e 
sequenciados. A informagao resultante e 
mostrada como o numero de leituras de 
sequences ao longo de cada posigao do 
genoma. No diagrama, estao mostrados 
os dados para apenas um gene, cujo 
mRNA esta sendo traduzido de maneira 
eficiente. 0 perfil de ribossomos fornece 
esse tipo de informagao para cada mRNA 
produzido pela celula. 


| Mapear as leituras de sequencias no genoma 


Gene sendo ativamente transcrito e traduzido 



Posigao ao longo do genoma 


fenotipicas associadas com a condigao nos pacientes, podem ser utilizados para explorar 
a base celular e molecular da doenga e para identificar farmacos que poderiam ser poten- 
cialmente usados de forma terapeutica nos humanos. 


As plantas transgenicas sao importantes para a agricultura 


Embora a tendencia seja pensar em pesquisa de DNA recombinante em termos de biolo- 
gia animal, essas tecnicas tambem tiveram um impacto profundo no estudo de plantas. 
Na verdade, certas caracteristicas das plantas as tornam especialmente acessiveis para 
metodos de DNA recombinante. 

Quando um pedago de tecido vegetal e cultivado em um meio esteril contendo nu- 
trientes e reguladores de crescimento adequados, algumas das celulas sao estimuladas 
a proliferar indefinidamente de uma maneira desorganizada, produzindo uma massa 
de celulas relativamente indiferenciadas, chamada de calo. Se os nutrientes e regula¬ 
dores do crescimento forem manipulados com cuidado, pode-se induzir a formagao de 
um broto dentro do calo e em muitas especies uma planta inteira pode ser regenerada a 
partir destes brotos. Em algumas plantas - incluindo tabaco, petunia, cenoura, batatas e 
Arabidopsis - uma unica celula, a partir desse broto (conhecida como uma celula totipo- 
tente ), pode crescer ate um pequeno aglomerado de celulas a partir do qual uma planta 


Gene conhecido 


Gene conhecido 
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ORF descoberta por perfil de ribossomos de nucleotideos 
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Figura 8-69 O perfil de ribossomos 
pode identificar novos genes. Este 
experimento mostra a descoberta de 
um gene previamente nao reconhecido - 
um que codifica uma proteina de apenas 
20 aminoacidos. No topo, e mostrada 
a porgao de um genoma viral com dois 
genes previamente anotados. Abaixo 
estao os resultados de um experimento de 
perfil de ribossomos, mostrado na mesma 
secgao do genoma, depois que o virus foi 
infectado nas celulas humanas. Os resulta¬ 
dos mostram que o gene da esquerda nao 
e expressado sob essas condigoes, o gene 
da direita e expressado em baixos nfveis 
e um gene previamente nao reconhecido 
que esta localizado entre os outros dois e 
expressado em nfveis altos. 
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Figura 8-70 As plantas transgenicas 
podem ser produzidas usando tecni- 
cas de DNA recombinante otimizadas 
para plantas. Um disco e cortado de 
uma folha e incubado em uma cultura de 
Agrobacterium que carrega um plasmideo 
recombinante com um marcador de sele- 
gao e o gene desejado modificado gene- 
ticamente. As celulas vegetais danificadas 
nas extremidades do disco liberam subs- 
tancias que atraem a bacteria, que injeta 
seu DNA nas celulas da planta. Apenas 
aquelas celulas vegetais que incorporam o 
DNA apropriado e expressam o gene com 
o marcador selecionado sobrevivem e pro- 
liferam, formando um calo. A manipula- 
gao dos fatores de crescimento fornecidos 
ao calo o induzem a formar brotos, que 
subsequentemente criam raizes e crescem 
ate plantas adultas que carregam o gene 
modificado. 


inteira pode ser regenerada (ver Figura 7-2B). Assim como camundongos mutantes po¬ 
dem ser derivados por manipulagao genetica das celulas-tronco embrionarias em cul¬ 
tura, as plantas transgenicas podem ser criadas a partir de celulas vegetais transfectadas 
com DNA em cultura (Figura 8-70). 

A capacidade de produzir plantas transgenicas acelerou muito o progresso da bio- 
logia celular de plantas em varias areas. Ela teve um papel importante, por exemplo, no 
isolamento de receptores de reguladores de crescimento e na analise dos mecanismos 
de morfogenese de expressao genica em plantas. Essas tecnicas tambem abriram varias 
novas possibilidades na agricultura que puderam beneficiar tanto o produtor como o 
consumidor. Elas tornaram possivel, por exemplo, modificar a razao de lipideos, amido 
e protemas em sementes, conferir as plantas resistencia a pestes e a virus e criar plantas 
modificadas que toleram habitats extremos, como pantanos salgados ou solos alagados. 
Uma variedade de arroz foi modificada geneticamente para produzir (3-caroteno, o pre¬ 
cursor da vitamina A. A substituigao do arroz convencional, esse “arroz dourado” assim 
chamado por causa da sua cor levemente amarela, poderia ajudar a aliviar a deficiencia 
grave de vitamina A, que causa cegueira em milhares de criangas no mundo em desen- 
volvimento a cada ano. 

Resumo 

A genetica e a engenharia genetica fornecem ferramentas poderosas para compreender a 
fungao de genes individuais em celulas e organismos. Na abordagem genetica classica, 
a mutagenese aleatoria esta associada com o rastreamento, para identificar mutantes que 
sao deficientes em um processo bioldgico particular. Esses mutantes sao, entao, utilizados 
para localizar e estudar os genes responsaveis pelo processo. 

A fungao genica tambem pode ser determinada por tecnicas de genetica reversa. 
Podem ser utilizados metodos de engenharia genetica para alterar genes e reinseri-los em 
um cromossomo da celula, de maneira que ele se torne uma parte permanente do genoma. 
Se a celula utilizada para a transferencia do gene e um ovulo fertilizado (em um animal) 
ou uma celula vegetal totipotente em cultura, podem ser produzidos organismos transge- 
nicos que expressam o gene mutante e o passam a sua progenie. Especialmente importante 
para a biologia celular e molecular e a habilidade de alterar celulas e organismos de ma- 
neiras muito espedficas - permitindo o discernimento do efeito na celula ou no organismo 
de uma alteragao projetada em uma unica protema ou molecula deRNA. Por exemplo, os 
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genomas podem ser alterados de modo que a expressao de qualquer gene pode ser induzi- 
da ou inibida por pesquisadores. 

Varios desses metodos estao sendo difundidos para investigar a fungao genica em 
uma escala gendmica. A geragao de bibliotecas mutantes, nas quais cada gene em um 
organismofoi sistematicamente deletado, interrompido ou tornado controlavel pelo pes- 
quisadorforneceferramentas valiosas para explorar o papel de cada gene na colaboragao 
molecular complexa que da origem a vida. As tecnologias como RNA-seq e microarranjos 
de DNA podem monitorar a expressao de dezenas de milhares de genes simultaneamente, 
fornecendo informagdes detalhadas sobre os padroes dinamicos da expressao genica que 
sustentam os complexos processos celulares. 

anAlise matemAtica DAS FUNCOES celulares 

Os experimentos quantitativos combinados com teoria matematica marcam o inicio da 
ciencia moderna. Galileu, Kepler, Newton e seus contemporaneos fizeram mais do que 
estabelecer algumas leis de mecanica e oferecer uma explicagao para os movimentos dos 
planetas em torno do Sol: eles mostraram como uma abordagem matematica quantita- 
tiva poderia fornecer uma compreensao aprofundada e precisa, ao menos para sistemas 
fisicos, que nunca se sonhou ser possivel. 

O que e que da a matematica esse poder quase magico para explicar o mundo na¬ 
tural e por que a matematica teve um papel tao mais importante na parte das ciencias 
fisicas do que na biologia? O que os biologos precisam saber sobre matematica? 

A matematica pode ser vista como uma ferramenta para derivar consequencias 
logicas a partir de proposigoes. Ela difere do raciocinio intuitivo logico na sua insisten¬ 
ce sobre a logica acurada e rigorosa e o tratamento preciso da informagao quantitativa. 
Se as proposigoes iniciais estiverem corretas, entao as dedugoes tragadas a partir de- 
las pela matematica serao verdadeiras. A forga surpreendente da matematica provem 
da dimensao das linhas de raciocinio que a logica rigorosa e argumentos matematicos 
tornam possiveis, e da imprevisibilidade das conclusoes que podem ser obtidas, muitas 
vezes revelando conexoes que, de outro modo, nao teriam sido deduzidas. Revertendo 
o argumento, a matematica fornece uma maneira de testar hipoteses experimentais: se 
o raciocinio matematico a partir de uma determinada hipotese conduz a uma predigao 
que nao e verdadeira, entao a hipotese nao e verdadeira. 

Evidentemente, a matematica nao e muito util a nao ser que possamos moldar nos- 
sas ideias, nossa hipotese inicial, sobre o determinado sistema de uma forma quantitativa 
precisa. Uma hipotese matematica construida sobre um conjunto fraco, ou mesmo ruim, 
muito complicado ou vago de proposigoes provavelmente nos enganaria. Para que a ma¬ 
tematica seja util, devemos focar nossas analises em subsistemas simples nos quais po- 
demos selecionar parametros quantitativos chave e moldar hipoteses bem definidas. Essa 
abordagem tern sido utilizada com grande sucesso na fisica por seculos, no entanto seu 
uso e menos comum na biologia. Mas os tempos estao mudando, e cada vez mais esta se 
tornando possivel para os biologos explorar o poder da analise matematica quantitativa. 

Nesta segao final do nosso capitulo de metodos, nao tentamos ensinar aos leitores 
cada maneira na qual a matematica pode ser aplicada proveitosamente aos problemas 
biologicos. Em vez disso, simplesmente ajudamos a dar um sentido no que a matematica 
e as abordagens quantitativas podem fazer por nos na biologia moderna. Daremos en- 
foque principalmente aos principios importantes que a matematica nos ensina sobre a 
dinamica das interagoes moleculares e como a matematica pode revelar caracteristicas 
surpreendentes e uteis de sistemas complexos contendo retroalimentagao. Ilustraremos 
esses principios usando a regulagao da expressao genica por reguladores da transcrigao 
como aqueles discutidos no Capitulo 7. Os mesmos principios se aplicam aos sistemas 
pos-transcricionais que controlam a sinalizagao celular (Capitulo 15), o controle do ciclo 
celular (Capitulo 17) e essencialmente todos os processos celulares. 

Redes reguladoras dependem de interagoes moleculares 

A fungao e regulagao celulares dependem de interagoes transientes entre milhares de 
macromoleculas diferentes na celula. Frequentemente, resumimos essas interagoes nes- 
te livro com desenhos esquematicos. Esses diagramas sao uteis, mas uma visao completa 
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GENEX GENE Y 

1 

GENEZ GENEZ 

Figura 8-71 Diagramas que resumem 
as relates bioqufmicas. Aqui, um sim¬ 
ples desenho indica que o gene X reprime 
o gene Z( esquerda ) enquanto o gene Y 
ativa o gene Z ( direita). 


requer um mvel de compreensao quantitative) mais profundo. Para acessar o impacto 
biologico de qualquer interagao na celula de forma significativa precisamos conhecer, 
em termos precisos, como as moleculas interagem, como elas catalisam reagoes e o mais 
importante, como os comportamentos das moleculas mudam com o tempo. Se um de¬ 
senho mostra que a protema A ativa a protema B, por exemplo, nao podemos julgar a im- 
portancia desta interagao sem detalhes quantitativos sobre as concentragoes, afinidades 
e comportamentos cineticos das protemas A e B. 

Iniciaremos pela definigao de dois tipos de interagao reguladora em nossos esque- 
mas: uma, designando inibigao e a outra, ativagao. Se a protema produto do geneXe um 
repressor da transcrigao que inibe a expressao do gene Z, descrevemos o relacionamento 
como uma linha vermelha com uma barra na ponta (H) desenhada entre os genes X e Z 
(Figura 8-71). Se a protema produto do gene Y e um ativador da transcrigao que induz a 
expressao do gene Z, entao desenhamos uma seta verde (^) entre os genes Ye Z. 

A regulagao da expressao de um gene por outro e mais complicada do que uma 
simples seta os conectando, e um completo entendimento dessa regulagao requer que 
separemos os processos bioquimicos subjacentes. A Figura 8-72A esquematiza algumas 
das etapas bioquimicas na ativagao da expressao genica por um ativador da transcri¬ 
gao. Um gene codificando um ativador, denominado gene A, produzira seu produto, a 
protema A, via um RNA intermediary. Essa protema A se ligara, entao, a p x , o promotor 
regulador do gene X, para formar o complexo A:p x . Uma vez que o complexo A:p x se for¬ 
ma, ele estimula a produgao de um transcrito de RNA que subsequentemente e traduzi- 
do para produzir a protema X. 

Aqui daremos enfoque na interagao da ligagao central desse sistema regulador: a 
interagao entre a protema A e o promotor p x . Qualquer molecula de protema A que esta 
ligada a p x pode ser dissociada dela. As etapas representadas pela seta verde de ativagao 
na Figura 8-72A incluem tanto a ligagao de A a p x e a dissociagao do complexo A:p x para 
formar novamente A e p x , como ilustrado pela notagao na Figura 8-72B. Essa notagao da 
reagao e mais informativa do que o diagrama nas nossas figuras, mas tern suas proprias 
limitagoes. Suponha que a concentragao de A aumente por um fator de 10 como resposta 


Figura 8-72 Uma interagao transcricio- 
nal simples. (A) Genes A e X produzem, 
cada um, uma proteina, com o produto 
do gene A servindo como um ativador da 
transcrigao para estimular a expressao do 
gene X. Como indicado pela seta verde, 
o estmnulo depende, em parte, da ligagao 
da proteina A a regiao promotora do gene 
X, designada p x . (B) A ligagao da proteina 
A ao promotor do gene e determinada 
pelas concentragoes de duas parceiras de 
ligagao (chamadas [A] e [p x ], em unidades 
de mol/litro, ou M), a constante de as- 
sociagao k on (em unidades de s _1 M _1 ) e a 
constante de dissociagao *off (em unidades 
de s _1 ). (C) No estado estacionario, as taxas 
de associagao e dissociagao sao iguais e a 
concentragao do complexo ligado e deter¬ 
minada pela Equagao 8-1, na qual as duas 
constantes sao combinadas na constante 
de equilfbrio K. (D) A Equagao 8-2 pode 
ser derivada para calcular a concentragao 
do complexo ligado em estado estaciona¬ 
rio, a uma concentragao total conhecida 
do promotor [p x ]. (E) 0 rearranjo da Equa¬ 
gao 8-2 gera a Equagao 8-3, que permite o 
calculo da fragao do promotor p x que esta 
ocupada pela proteina A. 
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a um estimulo do meio ambiente. Se A aumenta, intuitivamente sabemos que A:p x tam¬ 
bem deveria aumentar, mas nao podemos determinar a quantidade do aumento sem 
informagbes adicionais. Precisamos conhecer a afinidade da interagao da ligagao e as 
concentragoes dos componentes. Com essa informagao em maos, podemos derivar a 
resposta. 

Como discutido anteriormente e no Capitulo 3 (ver Figura 3-44), sabemos que a 
formagao de um complexo entre os dois parceiros de ligagao, como A e p x , depende de 
uma constante k on , que descreve quantas colisoes produtivas ocorrem por unidade de 
tempo por protema a uma determinada concentragao de p x . A taxa de associagao do 
complexo iguala o produto dessa constante k on e as concentragoes de A e p x (ver Figura 
8-72B). A dissociagao do complexo ocorre a uma k oS multiplicada pela concentragao do 
complexo. A constante k oS pode diferir em ordens de magnitude para diferentes sequen¬ 
ces de DNA, pois depende da forga das ligagoes nao covalentes formadas entre A e p x . 

Estamos interessados principalmente em entender a quantidade do complexo pro¬ 
motor ligado, em equilibrio ou estado estacionario, onde a taxa de associagao do complexo 
se iguala a taxa de dissociagao do complexo. Sob essas condigoes, a concentragao do com¬ 
plexo promotor e especificada por uma equagao simples que combina as duas constantes 
em uma unica constante de equilibrio K = k on /k oii (Equagao 8-1; Figura 8-72C). K as vezes 
e chamada de constante de associagao, K a . Quanto maior a constante K, mais forte e a 
interagao entre Aep x (ver Figura 3-44). A reciproca de Ke a constante de dissociagao, K d . 

Para calcular a concentragao do complexo promotor no estado estacionario utili- 
zando a Equagao 8-1, precisamos considerar outra complicagao: tanto A como p x exis- 
tem em duas formas - livre em solugao e ligada uma a outra. Na maioria dos casos, sabe¬ 
mos a concentragao total de p x e nao as concentragoes livres ou ligadas, assim devemos 
achar uma maneira de usar a concentragao total nos nossos calculos. Para isso, primeiro 
especificamos que a concentragao total de p x ([p x ])e a soma das concentragoes das for¬ 
mas livres ([ p x ]) e ligadas {[A:p x ]) (Figura 8-72D). Isso leva a uma nova equagao que nos 
permite utilizar [p x ] para calcular a concentragao do complexo promotor no estado esta¬ 
cionario o ([A:p x ]) (Equagao 8-2, Figura 8-72D). 

A protema A tambem existe em duas formas: livre ([A]) e ligada a p x ([A:p x ]). 
Em uma celula, existem geralmente uma ou duas copias de p x (assumindo que exista 
apenas um gene Apor genoma haploide) e multiplas copias de A. Como resultado, pode¬ 
mos assumir com seguranga que do ponto de vista de A, [A:p x ] e desprezivel em relagao 
ao total [ A t ]. Isso significa que [A] ~ [. A T ], e podemos colocar os valores do total [A T ] na 
Equagao 8-2 sem incorrer um erro apreciavel no calculo de [A:p x \. 

Agora, estamos prontos para determinar os efeitos do aumento da concentragao 
de A. Suponha que K = 10 8 M 1 , um valor tipico para muitas dessas interagoes. A con¬ 
centragao inicial de A e [A T ] = 10 9 M, e [p x ] = 10" 10 M (assumindo que existe uma copia 
do gene X em uma celula de levedura haploide, por exemplo, com um volume de cerca 
de 2 x 10“ 14 L). Utilizando a Equagao 8-2, observamos que um aumento de 10 vezes na 
concentragao de A causa o aumento da quantidade do complexo promotor [A:p x ] em 
5,5 vezes, de 0,09 x 10“ 10 M para 0,5 x 10" 10 M no estado estacionario. Os efeitos de um au¬ 
mento de 10 vezes na concentragao de A ira variar dramaticamente dependendo da sua 
concentragao inicial em relagao a constante de equilibrio. Apenas atraves dessa abor- 
dagem matematica podemos alcangar uma compreensao detalhada do que serao esses 
efeitos e qual o impacto que eles terao na resposta biologica. 

Para avaliar o impacto biologico de uma alteragao nos niveis do ativador da trans¬ 
crigao, em varios casos tambem e importante determinar a fragao do promotor do gene- 
-alvo que esta ligada pelo ativador, uma vez que esse numero sera diretamente propor- 
cional a atividade do promotor do gene. No nosso caso, podemos calcular a fragao do 
promotor do gene X, p x , que tern protema A ligada a ele por meio do rearranjo da Equa¬ 
gao 8-2 (Equagao 8-3, Figura 8-72E). Essa fragao pode ser vista como a probabilidade do 
promotor p x estar ocupado, em media ao longo do tempo. Ela tambem e igual a ocupa- 
gao media atraves de uma grande populagao de celulas em qualquer instante. Quando 
nao existe protema A presente p x sempre esta livre, a fragao ligada e zero, e a transcrigao 
esta inativa. Quando [A] = l/K, o promotor p x tem uma chance de 50% de estar ocupado. 
Quando [A] excede muito a l/K, a fragao ligada e quase igual a 1, significando que p x e sta 
totalmente ocupado e a transcrigao e maxima. 
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Figura 8-73 Utiliza^ao de equates 
diferenciais para estudar a dinamica 
e o comportamento de um sistema 
biologico em estado estacionario. 

(A) A Equagao 8-4 e uma equagao diferen- 
cial comum para calcular a taxa de altera¬ 
gao na formagao de complexo do promo¬ 
tor ligado, em resposta a uma alteragao 
em outros componentes. (B) Formagao 
de [A:p x ] apos um aumento de 10 vezes 
em [A], como determinado na solugao 
da Equagao 8-4. Em azul, esta a solugao 
correspondente a k on = 0,5 x 10 7 s _1 IVT 1 e 
k oii = 0,5 x 10 _1 s _1 . Nesse caso, [A\p x ] leva 
cerca de 5, 20 e 40 segundos para alcan- 
gar 50, 90 e 99% do novo valor em estado 
estacionario. Para a curva em vermelho, os 
valores de k on e /c off sao dobrados, e o siste¬ 
ma alcanga o mesmo estado estacionario 
mais rapidamente. 


Equagoes diferenciais nos ajudam a predizer o comportamento 
transitorio 

As informagoes mais importantes e basicas das quais nos, biologos, dependemos da ma- 
tematica se referem ao comportamento dos sistemas reguladores com o tempo. Este e o 
tema central da dinamica, e foi para a solugao dos problemas na dinamica que as tecni- 
cas de calculos foram desenvolvidas, por Newton e Leibniz, no seculo XVII. Brevemente, 
o problema geral e o seguinte: se nos sao dadas as taxas de alteragao de um conjunto de 
variaveis que caracterizam o sistema a qualquer instante, como podemos computar seu 
estado futuro? O problema se torna especialmente interessante, e as predigoes muitas 
vezes extraordinarias, quando as proprias taxas de alteragao dependem dos valores das 
variaveis de estado, como nos sistemas com retroalimentagao. 

Vamos voltar para Equagao 8-2 (Figura 8-72D), que nos mostra que quando [A] 
altera, [A:p x ] em estado estacionario tambem altera para uma nova concentragao que 
podemos calcular com precisao. Entretanto, [A:p x ] nao altera de modo instantaneo para 
este valor. Se pretendemos compreender o comportamento desse sistema com detalhes, 
tambem precisamos perguntar quanto tempo levara para que [A:p x ] chegue ao seu novo 
valor em estado estacionario na celula. A Equagao 8-2 nao pode responder esta questao. 
Precisamos utilizar equagoes diferenciais. 

A estrategia mais comum para resolver esse problema e utilizar equagoes diferen¬ 
ciais comuns. As equagoes que descrevem as reagoes bioqmmicas tern uma premissa sim¬ 
ples: a taxa de alteragao na concentragao de qualquer especie molecular X (i.e., d[X]/dt) 
e dada pelo equilibrio da taxa de seu aparecimento com aquela do seu desaparecimento. 
Para nosso exemplo, a taxa de alteragao na concentragao do complexo promotor ligado, 
[A:p x ], e determinada pelas taxas de associagao e dissociagao do complexo. Podemos 
incorporar estas taxas na equagao diferencial mostrada na Figura 8-73A (Equagao 8-4). 
Quando [A] altera, a Equagao 8-4 pode ser resolvida para gerar a concentragao de [A:p x \ 
em fungao do tempo. Observe que quando k on [A] [p x ] = /c off [A:p x ], entao d[A:p^/dt = 0 e 
[A:p x ] nao varia. Nesse ponto, o sistema alcangou o estado estacionario. 

O calculo de todos os valores de [A:p x ] em fungao do tempo, usando a Equagao 8-4, 
nos permite determinar a taxa na qual [A:p x ] alcanga seu valor de estado estacionario. 
Como esse valor e alcangado assintoticamente, muitas vezes ele e mais util para compa- 
rar os tempos necessarios para chegar a 50, 90 ou 99% desse novo estado estacionario. 
A maneira mais simples para determinar esses valores e resolver a Equagao 8-4 com um 
metodo chamado de integragao numerica, que envolve adicionar valores para todos os 
parametros (/c on , k oW etc.) e, entao, usar um computador para determinar os valores de 
[A:p x ] com o tempo, iniciando a partir de uma determinada concentragao inicial de [A] e 
[p x ]. Para k on = 0,5 x 10V 1 M -1 , A: off =0,5 x 10~ l s~ 1 (K= 10 8 M _1 como acima), e [p x ] = 10“ 10 M, 
leva cerca de 5, 20 e 40 segundos para [A:p x ] alcangar 50, 90 e 99% do novo valor em esta¬ 
do estacionario apos uma repentina alteragao de 10 vezes em [A] (Figura 8-73B). Assim, 
um salto repentino em [A] nao possui efeitos instantaneos, como pode ter sido assumido 
a partir da observagao do desenho na Figura 8-72A. 

Portanto, as equagoes diferenciais nos permitem compreender a dinamica tran- 
siente das reagoes bioqmmicas. Essa ferramenta e critica para obter uma compreensao 
mais profunda do comportamento celular, em parte porque ela nos permite determinar a 
dependencia da dinamica dentro das celulas, dos parametros que sao especificos para 
a determinada molecula envolvida. Por exemplo, se dobrarmos os valores de k on e k oii , en- 


d[A:p x ] 
dt 


= taxa associagao do complexo - taxa de dissociagao do complexo 


d[A:p x ] 
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Equagao 8-4 
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Taxa de transcriqao = 


J6 


K[A\ 

1 + K[A] 


Taxa de produqao da protema =j8 m 


K[A\ 

1 + K[A] 


Taxa de degradaqao da protema = 
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= taxa de produqao da protema - taxa de degradaqao da protema 
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d[X\ K[A\ [X] 

dt l3 ' m '\+K[A\ t x 


Equaqao 8-5 


(B) 


No estado estacionario: 

[X st ] =(l-m 1 + K[A] - tx 


Equaqao 8-6 


(C) 


[X](t) = [X st ]( 1-e-^) 

(D) 

tao a Equagao 8-1 (Figura 8-72C) indica que o valor de [. A:p J em estado estacionario nao 
varia. Entretanto, o tempo que ele leva para alcangar 50% desse estado estacionario apos 
uma alteragao de 10 vezes em [A] em nosso exemplo, altera de aproximadamente 5 segun- 
dos para 2 segundos (ver Figura 8-73B). Essas percepgoes nao sao acessiveis a partir dos 
desenhos ou equates de equilibrio. Esse e um exemplo extraordinariamente simples; as 
describes matematicas de como as equagoes diferenciais se tornam mais indispensaveis 
para compreender as interagoes biologicas conforme que o numero de interagoes aumenta. 

A atividade do promotor e a degradaqao proteica afetam a taxa 
de alteraqao da concentraqao proteica 


Figura 8-74 Efeito do tempo de vida 
da protema no tempo de resposta. 

(A) Equagoes para calcular as taxas de 
transcriqao do geneX, produqao da pro- 
teina Xe degradaqao da proteina X, como 
explicado no texto. (B) A Equaqao 8-5 e 
uma equaqao diferencial ordinaria para 
calcular a taxa de alteraqao na proteina X 
em resposta a alteraqoes em outros com- 
ponentes. (C) Quando a taxa de alteraqao 
na proteina Xe zero (estado estacionario), 
sua concentraqao pode ser calculada com 
a Equaqao 8-6, revelando uma relaqao di- 
reta com o tempo de vida da proteina (t). 
(D) A soluqao da Equaqao 8-5 especifica a 
concentraqao da proteina Xem funqao do 
tempo conforme se aproxima da concen¬ 
traqao do estado estacionario. (E) 0 tempo 
de resposta depende do tempo de vida da 
proteina. Como descrito no texto, o tempo 
que uma proteina leva para alcanqar um 
novo estado estacionario e maior quando 
a proteina e mais estavel. Aqui, a linha 
azu/corresponde a uma proteina com um 
tempo de vida que e 
2,5 vezes mais curto do que o tempo de 
vida da proteina em vermelho. 


Para compreender nosso sistema de regulagao genica ainda mais, tambem precisamos 
descrever a dinamica de produgao da protema X em resposta as alteragoes na quanti- 
dade da protema A ativadora da transcrigao. Aqui novamente, usamos uma equagao 
diferencial para a taxa de variagao na concentragao da protema X - determinada pelo 
equilibrio da taxa de produgao da protema X atraves da expressao do gene X e a taxa de 
degradagao da protema. 

Vamos iniciar com a taxa de produgao da protema X, que e determinada principal- 
mente pela ocupagao do promotor do gene Apela protema A. A ligagao e dissociagao de 
um regulador da transcrigao a um promotor geralmente ocorrem em uma escala muito 
mais rapida do que o imcio da transcrigao, fazendo com ocorram varios eventos de asso- 
ciagao e dissociagao antes da transcrigao proceder. Como resultado, podemos assumir 
que a reagao de ligagao esta em equilibrio no momento da transcrigao e podemos cal¬ 
cular a ocupagao do promotor pela protema A usando a equagao de equilibrio discuti- 
da anteriormente (Equagao 8-3, Figura 8-72E). Para determinar a taxa de transcrigao, 
simplesmente multiplicamos a fragao do promotor ocupada por uma constante da taxa 
de transcrigao, /3, que representa a ligagao da RNA-polimerase e as etapas subsequen- 
tes que levam a produgao do mRNA e da protema (Figura 8-74A). Se cada molecula de 
mRNA produz, em media, m moleculas do produto proteico, entao podemos determinar 
a taxa de produgao da protema multiplicando a taxa de transcrigao por m (Figura 8-74A). 

Agora vamos considerar os fatores que influenciam a degradagao da protema X 
e sua diluigao devido ao crescimento celular. A degradagao geralmente resulta em um 
declinio exponencial nos niveis de protema, e o tempo medio necessario para que deter¬ 
minada protema seja degradada e definido como seu tempo de vida medio, t. No nosso 
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exemplo, a taxa de degradagao da protema X depende do seu tempo de vida medio t x , 
que leva em consideragao a degradagao ativa, assim como sua diluigao a medida que a 
celula cresce. A taxa de degradagao depende da concentragao da protema Xe e calculada 
pela divisao dessa concentragao pelo tempo de vida (Figura 8-74A). 

Com equagoes para taxas de produgao e degradagao em maos, podemos, agora, 
gerar uma equagao diferencial para determinar a taxa de alteragao da protema lem fun¬ 
gao do tempo (Equagao 8-5, Figura 8-74B). Essa equagao pode ser resolvida por meto- 
dos numericos mencionados anteriormente. De acordo com a solugao dessa equagao, 
quando a transcrigao inicia, a concentragao da protema X se eleva ao nivel do estado 
estacionario no qual a concentragao de X nao se modifica mais; isto e, sua taxa de al¬ 
teragao e zero. Quando isso ocorre, o rearranjo da Equagao 8-5 gera uma equagao que 
pode ser usada para determinar o valor de X, no estado estacionario [X st ] (Equagao 8-6, 
Figura 8-74C). Um conceito importante emerge da matematica: a concentragao de um 
produto genico no estado estacionario e diretamente proporcional ao seu tempo de vida. 
Se o tempo de vida dobrar, a concentragao da protema tambem duplica. 

O tempo necessario para alcangar o estado estacionario depende 
do tempo de vida da protefna 

Podemos observar, na Equagao 8-6 (ver Figura 8-74C), que, quando a concentragao da 
protema A aumenta, a protema X aumenta para um novo valor de estado estacionario [X st ]. 
Mas isso nao pode ocorrer de forma instantanea. Em vez disso, alteragoes emlalteram di- 
namicamente de acordo com a solugao da sua equagao de taxa diferencial (Equagao 8-5). A 
solugao dessa equagao revela que a concentragao deXem fungao do tempo esta relaciona- 
da a sua concentragao em estado estacionario de acordo com a equagao na Figura 8-74D. 
Mais uma vez, a matematica descobre um conceito simples, porem importante e que nao e 
intuitivamente obvio: seguido do aumento subito em [A], [X] aumenta para um novo estado 
estacionario a uma taxa exponencial que esta inversamente relacionada a seu tempo de 
vida: quanto mais rapido oXfor degradado, menos tempo leva para alcangar seu novo valor 
de estado estacionario (Figura 8-74E). O tempo de resposta mais rapido vem com um custo 
metabolico mais alto, uma vez que protemas com um tempo de resposta rapido devem ser 
produzidas e degradadas a uma taxa alta. Para protemas que nao sao processadas de for¬ 
ma rapida, o tempo de resposta e muito longo e a concentragao da protema e determinada 
principalmente pela diluigao que resulta do crescimento e divisao celular. 

Os metodos quantitativos para repressores e ativadores da 
transcrigao sao similares 

O controle positivo nao e o unico mecanismo que as celulas usam para regular a expres- 
sao dos seus genes. Como discutimos no Capitulo 7, as celulas tambem inativam genes 
ativamente, muitas vezes empregando protemas repressoras da transcrigao que se ligam 
a sitios especificos nos genes-alvo, bloqueando, dessa forma, o acesso da RNA-polimera- 
se. Podemos analisar a fungao desses repressores pelos mesmos metodos quantitativos 
descritos anteriormente para os ativadores da transcrigao. Se uma protema repressora R 
se liga a uma regiao reguladora do gene X e reprime sua transcrigao, entao a fragao dos 
sitios de ligagao do gene ocupada pelo repressor e especificada pela mesma equagao que 
usamos anteriormente para o ativador da transcrigao (Figura 8-75A). Entretanto, nesse 
caso, a RNA polimerase so pode se ligar ao promotor e transcrever o gene quando o DNA 
estiver livre. Portanto, a quantidade de interesse e a fragao nao ligada, que pode ser vista 
como a probabilidade de o sitio estar livre, media dos eventos de ligagao e dissociagao. 
Quando a concentragao do repressor e zero, a fragao nao ligada eleo promotor esta 
totalmente ativo; quando a concentragao do repressor excede muito a 1/K, a fragao nao 
ligada se aproxima de zero. As Figuras 8-75B e C comparam essas relagoes para um ati¬ 
vador da transcrigao e um repressor da transcrigao. 

Podemos criar uma equagao diferencial que fornece a taxa de alteragao na pro¬ 
tema Xquando ocorrem alteragoes nas concentragoes do repressor (Equagao 8-7, Figura 
8-75D). Assim como no caso do ativador da transcrigao, a concentragao da protema X 
em estado estacionario aumenta conforme seu tempo de vida aumenta, mas diminui a 
medida que a concentragao do repressor da transcrigao aumenta. 
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Fraqao ligada = 


K[R] 

1 + K[R] 


Fraqao nao ligada = 1 - fraqao ligada = 


1 

1 + K[R] 


(A) 




Taxa de produqao da protema = (3-m - — 


d[X\ n 1 [X] 

~dT =l3 - m T7m'^ Equagao 8-7 

[x « I = /3 - m TTw?T' T * 


Figura 8-75 Como a ocupagao do 
promotor depende da afinidade de 
ligagao de uma protema reguladora da 
transcrigao. (A) A fragao de um sftio de 
ligagao que esta ocupada pelo repressor 
da transcrigao R e determinada por uma 
equagao que e similar aquela que usamos 
para um ativador da transcrigao (ver Figura 
8-72E), exceto que, no caso de um repres¬ 
sor, estamos interessados, principalmente, 
na fragao nao ligada. (B) Para o ativador 
da transcrigao A, metade dos promotores 
estao ocupados quando [A] = MK A . A 
atividade genica e proporcional a fragao 
ligada. (C) Para o repressor da transcrigao 
R, a atividade genica e proporcional a 
fragao nao ligada dos promotores. Como 
indicado, essa fragao e reduzida a metade 
do seu valor maximo quando [R]=VK r . (D) 
Como no caso do ativador da transcrigao 
A (ver Figura 8-74), podemos derivar 
equagoes para acessar o momento da 
produgao da protefna X em fungao das 
concentragoes do repressor. 


(D) 


A retroalimentagao negativa e uma estrategia poderosa de 
regulagao celular 

Ate agora, consideramos os sistemas reguladores simples de apenas alguns componentes. 
Na maioria dos sistemas reguladores complexos que controlam o comportamento das 
celulas, multiplos modulos estao ligados para produzir circuitos maiores que chamamos 
de motivos de rede, que podem produzir respostas surpreendentes e biologicamente uteis 
cujas propriedades se tornam aparentes apenas com a analise matematica. Um motivo 
de rede particularmente comum e importante e o ciclo de retroalimentagao negativa, que 
pode ter fungoes muito diferentes dependendo de como estiver estruturado. 

Temos como primeiro exemplo um motivo de rede composto por dois modulos li¬ 
gados (Figura 8-76A). Aqui, um sinal de estimulo inicia a transcrigao do gene A, que pro- 
duz a protema A ativadora da transcrigao. Esta, ativa o gene R, que sintetiza o repressor 
da transcrigao, a protema R. A protema R, por sua vez, liga-se ao promotor do gene A para 
inibir sua expressao. Essa organizagao ciclica cria um ciclo de retroalimentagao negativa 
que poderia intuitivamente ser entendida como um mecanismo para prevenir o acumulo 
de altas concentragoes de proteinas. Mas, o que podemos aprender sobre ciclos de retro¬ 
alimentagao negativa e seu valor na biologia com o uso da modelagem matematica? 

O ciclo de retroalimentagao negativa na Figura 8-76A pode ser modelado usando 
a Equagao 8-7 (ver Figura 8-75D) para a repressao do gene A e a Equagao 8-5 (ver Figura 
8-74B) para a ativagao do gene R. Assim, para as proteinas A e R, usamos o conjunto de 
equagoes diferenciais (conjunto de equagoes 8-8) mostrada na Figura 8-76B. As duas 
equagoes nesse conjunto estao pareadas, significando que elas precisam ser resolvidas 


Figura 8-76 Um ciclo de retroalimentagao negativa simples. (A) 0 gene A regula 
negativamente sua propria expressao pela ativagao do gene R. 0 produto do gene R e 
um repressor da transcrigao que inibe o gene A. (B) 0 conjunto de equagoes 8-8 pode ser 
resolvido para determinar a dinamica dos componentes do sistema em fungao do tempo. 
(C) Um ciclo de retroalimentagao negativa ( azul ) alcanga seu estado estacionario mais ra- 
pido do que um sistema sem retroalimentagao ( vermelho ). As linhas indicam os nfveis da 
protefna A, expressada como uma fragao do nfvel no estado estacionario. A linha azul re- 
flete a solugao do conjunto de equagoes 8-8, que inclui uma reroalimentagao negativa do 
gene A pelo repressor R. A linha vermelha representa a solugao quando a taxa de sfntese 
de A e ajustada para um valor constante que nao e afetado pelo repressor R. 
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Figura 8-77 O efeito de flutua0es nas 
constantes cineticas em um sistema 
com retroalimentagao negativa com- 
parado a um sem retroalimentagao. 0 

grafico a esquerda representa os niveis 
da proteina R apos um subito estimulo 
ativador, de acordo com o esquema regu- 
lador na Figura 8-76A e determinado pela 
solugao do conjunto de equagoes 8-8 (ver 
Figura 8-76B). Uma perturbagao foi indu- 
zida por uma alteragao em p A de 4 M/min 
(linha vermelha) para 3 M/min (linha azul). 
0 grafico a direita mostra os resultados 
quando a retroalimentagao negativa foi 
removida. 0 sistema com retroalimentagao 
negativa desvia menos da sua operagao 
normal quando ocorre a alteragao de (3 
do que o sistema sem retroalimentagao. 
Observe que, como na Figura 8-76C, o 
sistema com retroalimentagao negativa 
tambem chega ao seu estado estacionario 
de forma mais rapida. 




juntas para descrever o comportamento de A e R em fungao do tempo para qualquer 
valor de estimulo. Como antes, inserimos os valores para os parametros (p R , t r , etc.) e, 
entao, usamos um computador para determinar os valores de [A] e [R] em fungao do 
tempo depois que um estimulo repentino ative o gene A. 

O resultado revela propriedades importantes da retroalimentagao negativa. Pri- 
meiro, bastante surpreendente, a retroalimentagao negativa aumenta a velocidade de 
resposta aos estimulos ativadores. Como mostrado na Figura 8-76C, o sistema com re¬ 
troalimentagao negativa alcanga seu novo estado estacionario de forma mais rapida do 
que o sistema sem retroalimentagao. 

Segundo, a retroalimentagao negativa e util para proteger as celulas de perturba- 
goes que surgem continuamente no meio ambiente da celula - devido a variagoes alea- 
torias no nascimento e morte de moleculas ou a flutuagoes nas variaveis do meio como 
temperatura e suprimentos nutricionais. Vamos imaginar, por exemplo, que p A , a cons- 
tante de transcrigao para o gene A, flutue em 25% do seu valor, e questionar se e o quanto 
os niveis da proteina R sao afetados. Os resultados, mostrados na Figura 8-77, revelam 
que uma alteragao em / 3 A causa uma mudanga menor no valor do estado estacionario de 
R quando a rede tern uma retroalimentagao negativa. 


A retroalimentagao negativa com retardo pode induzir oscilagoes 

Um fenomeno interessante ocorre quando um ciclo de retroalimentagao negativa contem 
algum mecanismo de retardo que atrasa o sinal de retroalimentagao do ciclo: em vez de 
gerar um novo estado estacionario como no ciclo de retroalimentagao negativa rapida, um 
ciclo com retardo gera pulsos, ou oscilagoes , nos niveis de seus componentes. Isso pode 
ser observado, por exemplo, se o numero de componentes em um ciclo de retroalimenta¬ 
gao negativa aumenta, o que leva a atrasos no tempo necessarios para que o ciclo de sinais 
seja completado. A Figura 8-78 compara o comportamento de dois motivos de rede - um 
com retroalimentagao negativa de tres estagios e outro com cinco estagios. Utilizando os 
mesmos parametros cineticos em cada estagio nos dois ciclos, foi observado que surgem 
oscilagoes estaveis no ciclo mais longo, enquanto no ciclo mais curto os mesmos parame¬ 
tros levaram a uma convergence relativamente rapida para um estado estacionario estavel. 

As alteragoes nos parametros de um ciclo de retroalimentagao negativa com retardo 
- afinidades de ligagao, taxas de transcrigao ou estabilidade de proteina, por exemplo - 
podem alterar a amplitude e o periodo de oscilagoes, fornecendo um mecanismo versatil 
extraordinario para gerar todos os tipos de oscilagoes que podem ser usadas para varios 
propositos na celula. Ainda, varias oscilagoes que ocorrem naturalmente, incluindo as os¬ 
cilagoes no calcio descritas no Capitulo 15 e a rede do ciclo celular descrita no Capitulo 17, 
utilizam a retroalimentagao negativa com retardo como base para oscilagoes biologica- 
mente importantes. Entretanto, acredita-se que nem todas as oscilagoes observadas nas 
celulas tenham uma fungao. As oscilagoes se tornam inevitaveis em uma via bioqmmica 
multicompetente altamente complexa como a glicolise, simplesmente devido ao grande 
numero de ciclos de retroalimentagao que parecem ser necessarios para sua regulagao. 


A ligagao ao DNA por um repressor ou um ativador pode ser 
cooperativa 

Ate agora demos enfoque na ligagao de um unico regulador da transcrigao a um unico 
sitio em um promotor genico. Entretanto, varios promotores contem multiplos sitios de 
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ligagao adjacentes para o mesmo regulador da transcrigao, e nao e incomum para esses 
reguladores interagirem entre si no DNA para formar dimeros ou oligomeros maiores. 
Essas interagoes podem resultar em uma forma cooperativa de ligagao ao DNA, tal como 
o aumento da afinidade de ligagao ao DNA em concentragoes mais altas do regulador 
da transcrigao. A cooperatividade produz uma resposta transcricional mais acentua- 
da para concentragoes crescentes do regulador do que a resposta que pode ser gerada 
pela ligagao de uma protema monomerica a um unico sitio. Uma resposta transcricional 
acentuada desse tipo, quando presente em conjungao com a retroalimentagao positiva, 
e um importante componente para produzir sistemas com a capacidade de troca entre 
diferentes estados fenotipicos discretos. Para comegar a compreender como isso ocorre, 
precisamos modificar nossas equagoes para incluir a cooperatividade. 

Os eventos de ligagao cooperativa podem produzir relagoes acentuadas em forma 
de S (ou sigmoides) entre a concentragao da protema reguladora e a quantidade ligada 
ao DNA (ver Figura 15-16). Nesse caso, um numero chamado de coeficiente de Hill (h) 
descreve o grau de cooperatividade, e podemos incluir esse coeficiente nas nossas equa¬ 
goes para calcular a fragao ligada do promotor (Figura 8-79A). Conforme o coeficiente 
de Hill aumenta, a dependencia da ligagao na concentragao da protema se torna maior 
(Figura 8-79B). Em principio, o coeficiente de Hill e similar ao numero de moleculas que 
precisam se associar para gerar uma reagao. Entretanto, na pratica, a cooperatividade 
raramente e completa, e o coeficiente de Hill nao chega a esse numero. 


Fragao ligada = 


1 + (K A [A]) h 


para ativadores ou 


-— para repressores 

1 + (,K„lR]) h 


(A) 




Figura 8-78 Oscilagdes que surgem a 
partir da retroalimentagao negativa 
com retardo. E menos provavel um circui- 
to transcricional com tres componentes 
(A, B) oscilar do que um circuito trans¬ 
cricional com cinco componentes (C, D). 
Aqui, X (azul-claro), Y (azul-escuro) e Z 
(marrom) representam as proteinas regu- 
ladoras da transcrigao. Para as simulagoes 
em (B) e (D), o sistema foi iniciado a partir 
de condigoes iniciais aleatorias para X, Ye 
Z. As oscilagoes foram produzidas por um 
atraso induzido conforme o sinal propaga 
pelo ciclo. 


Figura 8-79 Como a ligagao cooperati¬ 
va das proteinas reguladoras da trans¬ 
crigao afeta a fragao de promotores 
ligados. (A) A cooperatividade e incor- 
porada nos nossos modelos matematicos 
pela inclusao do coeficiente de Hill ( h) nas 
equagoes usadas anteriormente para de- 
terminar a fragao ligada de promotor (ver 
Figuras 8-72E e 8-75A). Quando he 1, as 
equagoes mostradas aqui se tornam iden- 
ticas as equagoes utilizadas anteriormente, 
e nao existe cooperatividade. (B) 0 painel 
da esquerda retrata o repressor da trans¬ 
crigao ligado de forma cooperativa. Relem- 
bre da Figura 8-75B que a atividade genica 
e proporcional ao ativador ligado ( painel 
da esquerda) ou ao repressor nao ligado 
(painel da direita). Observe que a curvatu- 
ra dos graficos se torna mais acentuada a 
medida que o coeficiente de Hill aumenta. 
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A retroalimentagao positiva e importante para respostas 
"tudo ou nada" e biestabilidade 

Agora veremos a retroalimentagao positiva e suas importantes consequencias. Primei- 
ramente, e antes de tudo, a retroalimentagao positiva pode tornar um sistema biestavel, 
permitindo que ele persista em dois (ou mais) estados estacionarios alternatives. A ideia 
e simples e pode ser exprimida fazendo-se uma analogia com uma vela, que pode existir 
em um estado aceso ou em um apagado. O estado aceso e mantido por retroalimentagao 
positiva: o calor gerado pela queima mantem a chama acesa. O estado apagado e manti¬ 
do pela ausencia desse sinal de retroalimentagao: enquanto nenhum calor suficiente for 
aplicado, a vela permanecera apagada. 

Para sistemas biologicos, como para a vela, a biestabilidade tern um importante 
corolario: significa que o sistema tern memoria, de tal forma que seu estado presente 
depende de sua historia. Se iniciarmos com o sistema em um estado inativo e gradual - 
mente aumentarmos a concentragao da protema ativadora, chegara a um ponto no qual 
o autoestimulo se torna autossustentado (a chama da vela), e o sistema se move rapida- 
mente para um estado ativado. Se agora intervirmos para diminuir o rnvel do ativador, 
chegara um ponto em que a mesma alteragao ocorre ao contrario, e o sistema se move 
rapidamente de volta para um estado inativado. Mas os pontos de transigao entre os es¬ 
tados ativado e inativado sao diferentes e, dessa forma, o estado atual do sistema depen¬ 
de da rota que foi tomada no passado - um fenomeno chamado histerese. 

Um caso simples de retroalimentagao positiva pode ser observado em um sistema 
regulador no qual a um regulador da transcrigao ativa (direta ou indiretamente) sua pro¬ 
pria expressao, como na Figura 8-80A. A retroalimentagao positiva tambem pode sur- 
gir em um circuito com varios repressores ou ativadores intermediaries, contanto que o 
efeito total das interagoes seja a ativagao (Figura 8-80B e C). 

Para ilustrar como a retroalimentagao positiva pode gerar estados estaveis, vamos 
dar enfoque em um ciclo de retroalimentagao positiva simples contendo dois represso¬ 
res, Xe Y, onde um inibe a expressao do outro (Figura 8-81A). Como vimos no conjun- 
to de equagoes 8-8 (Figura 8-76B) anteriormente, podemos criar equagoes diferenciais 
descrevendo a taxa de alteragao de [X] e [ Y] (conjunto de equagoes 8-9, Figura 8-81B). 
Ainda podemos modificar essas equagoes para incluir cooperatividade pela adigao dos 
coeficientes de Hill. Como fizemos anteriormente, podemos criar equagoes para calcular 
as concentragoes de [X] e [ Y] quando o sistema alcanga o estado estacionario (i.e., quan- 
do ( d[X]/dt ) = 0 e (d[Y\/dt) = 0; Equagoes 8-10 e 8-11, Figura 8-81C). 

As Equagoes 8-10 e 8-11 podem ser usadas para realizar um procedimento mate- 
matico intrigante chamado analise de inclinagao nula. Essas equagoes definem as re- 
lagoes entre a concentragao deXno estado estacionario, [Xj, e a concentragao de Yno 
estado estacionario, [Y st \, que devem ser satisfeitas simultaneamente. Podemos inserir 
valores diferentes para [Y st ] na Equagao 8-10, e calcular o [X st ] correspondente para um 
desses valores. Podemos fazer um grafico com [X st ] em fungao de [Yj. Depois, podemos 
repetir o processo variando [X st ] na Equagao 8-11 para fazer um grafico do [Y st ] re sultan - 
te. As interseegoes desses dois graficos determinam o estado estacionario teoricamente 
possivel do sistema. Para sistemas nos quais os coeficientes de Hill h x e h Y sao muito 
maiores do que 1, as linhas nos dois graficos se intersectam em tres posigoes (Figura 
8-81D). Em outros sistemas que possuem o mesmo rearranjo de reguladores, porem 
parametros diferentes, pode haver somente uma interseegao, indicando a presenga de 
apenas um unico estado estacionario. Por exemplo, quando existe uma baixa coopera- 


Figura 8-80 A retroalimentagao po¬ 
sitiva de um gene sobre si mesmo 
por meio de uma serie de interagoes 
conectadas. Uma sequencia de qualquer 
comprimento de ativadores e repressores 
pode ser conectada para produzir um ciclo 
de retroalimentagao positiva, enquanto o 
sinal total for positivo. Como o negativo 
de um negativo e positivo, nao apenas os 
circuitos (A) e (B), mas tambem o circuito 
(C) criam uma retroalimentagao positiva. 
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(A) 


d[X\ 1 [X] 

dt x 1 + (K Y [Y\) h Y t x 

d[Y] Q 1 M 

dt Y '\+ (K x [X\) h x t y 


Mst ~Px' m x‘ J X 
[^Ist = iS/m/Ty 


1 

1 + (K Y [Y st ]) hY 
1 

1 + (K x [X st ]) h x 


Conjunto de 
equagoes 8-9 


Equagao 8-10 


Equagao 8-11 


(C) 


Figura 8-81 Analise grafica de inclinagao nula. (A) X inibe Y e Y inibe X, resultando em um ciclo de retroa- 
limentagao positiva. (B) 0 conjunto de equagoes 8-9 pode ser usado para determinar a taxa de alteragao nas 
concentrates das proteinas XeY. (C) As Equagoes 8-10 e 8-11 fornecem as concentragoes das proteinas X e 
Y, respectivamente, quando essas concentragoes alcangam o estado estacionario. (D, E) As curvas em azul (cha- 
madas de inclinagao nula) sao dados de [XJ calculados a partir da Equagao 8-10 com uma variedade de concen¬ 
tragoes de [YJ. As curvas em vermelho indicam os valores de [YJ calculados a partir da Equagao 8-11 com uma 
variedade de concentragoes de [XJ. Em uma intersecgao de duas linhas, tanto [X] como [Y] estao em estado 
estacionario. Para o grafico (D), a ligagao de ambas as proteinas ao promotor do seu gene-alvo foi coopera- 
tiva (h x e h Y muito maiores do que 1), resultando na presenga de multiplas intersecgoes das inclinagoes nulas 
— sugerindo que o sistema pode assumir multiples estados estacionarios discretos. No grafico (E), a ligagao da 
proteina X ao promotor do gene Y nao foi cooperativa (h x proximo a 1), resultando em apenas uma intersecgao 
de inclinagao nula e, desse modo, em apenas um provavel estado estacionario. 


tividade da proteina X se ligando ao promotor do gene Y (i.e. ; um baixo coeficiente de 
Hill, h x , na Equagao 8-11), o grafico de [Y] e menos curvado (Figura 8-81E), e e menos 
provavel que havera intersecgoes multiplas das duas curvas. 

Anteriormente, enfatizamos que a retroalimentagao positiva normalmente gera um 
sistema biestavel com dois estados estacionarios estaveis. Por que o sistema modelado na 
Figura 8-81D possui tres? Esse enigma pode ser explicado resolvendo-se as equagoes de 
taxa de reagao (conjunto de equagoes 8-9, Figura 8-8IB) para diferentes condigoes iniciais 
de [X] e [Y], determinando todos os valores de [X] e [Y\ em fungao do tempo. Iniciando 
com cada conjunto de concentragoes iniciais de [X] e [ Y\, esses calculos produzem a assim 
chamada trajetoria de pontos, cada uma indicada por uma linha verde curva na Figura 
8-82A. Emerge um padrao fascinante: cada trajetoria se move atraves do grafico e para em 
um dos dois estados estacionarios, mas nunca no terceiro (estado estacionario do meio). 
Concluimos que o estado estacionario do meio e instavel, pois nao pode “atrair" qualquer 
trajetoria. Portanto, o sistema possui apenas dois estados estacionarios estaveis. Assim, o 
numero de estados estacionarios estaveis em um sistema nao precisa ser igual ao numero 
total dos seus possiveis estados estacionarios teoricos. Na verdade, os estados estaciona¬ 
rios estaveis normalmente sao separados por estados instaveis, como no nosso exemplo. 

Uma vez que esse sistema adota um destino quando e estabelecido um dos dois 
estados estacionarios, ele tern a habilidade de trocar para o outro estado? A solugao nu- 
merica do conjunto de equagoes 8-9 pode novamente fornecer uma resposta. Na Figu¬ 
ra 8-82B, mostramos a solugao para esta equagao estabelecida para duas perturbagoes 
do estado estacionario superior a esquerda. Para uma pequena perturbagao, o sistema 
retorna para o estado estacionario original. Mas perturbagoes maiores fazem o sistema 





(E) 


Concentragao de X 



Figura 8-82 Analise da estabilidade 
dos estados estacionarios de um sis¬ 
tema. (A) As linhas tracejadas sao as incli¬ 
nagoes nulas para o sistema mostrado na 
Figura 8-81. Tambem estao mostradas as 
trajetorias dinamicas (verde) que mostram 
as alteragoes com o tempo em [X] e [Y\, 
iniciando uma variedade de concentragoes 
iniciais diferentes (determinadas pela 
solugao do conjunto de equagoes 8-9; 
ver Figura 8-81B). Fazendo um grafico de 
[X] versus [Y\ em cada ponto do tempo, 
encontramos que, embora existam tres es¬ 
tados estacionarios possiveis neste sistema, 
as trajetorias dinamicas convergem apenas 
duas delas. 0 estado estacionario do 
meio e evitado: e instavel, sendo incapaz 
de atrair qualquer trajetoria. (B) Imagine 
que o sistema esta no estado estacionario 
superior a esquerda e sofre uma pertur¬ 
bagao (sefas pretas), como uma flutuagao 
aleatoria nas taxas de produgao de X e/ou 
Y. Se a perturbagao for pequena (seta 1), o 
sistema voltara para o mesmo estado esta¬ 
cionario. Por outro lado, a perturbagao que 
leva o sistema alem do estado estacionario 
instavel (meio) (seta 2) faz ele passar para 
o estado inferior a direita. 0 conjunto de 
perturbagoes que um sistema pode supor- 
tar sem trocar de um estado estacionario 
para outro e conhecido como a regiao de 
atragao do estado estacionario. 
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mudar para o estado estacionario alternativo. Dessa forma, esse sistema pode variar 
de um estado estacionario estavel para outro submetendo-se o sistema a um estimulo 
(ou a uma perturbagao) que e grande o suficiente para tornar o outro estado estacionario 
mais atrativo. Em termos mais gerais, cada estado estacionario estavel possui uma regiao 
de atragao correspondente, que pode ser intuitivamente imaginada como uma serie de 
perturbagoes (de [X] ou [Y] nesse exemplo) para as quais as trajetorias dinamicas con- 
vergem de volta ao estado estacionario particular, em vez de trocar para o outro estado. 

O conceito de uma regiao de atragao tern implicagoes interessantes para a transmis- 
sao dos estados transcricionais e a taxa de transigao entre eles. Se a regiao de atragao ao 
redor de um estado de um estado estacionario for grande, por exemplo, entao a maioria das 
celulas na populagao assumira esse estado em particular. Alem disso, esse estado provavel- 
mente sera transmitido para as celulas-filhas, uma vez que perturbagoes minimas, como 
aquelas que resultam de uma distribuigao assimetrica de moleculas durante a divisao celu- 
lar, raramente serao suficientes para induzir a troca de um estado estacionario para outro. 
Deveriamos esperar que o uso da retroalimentagao positiva, acoplado a cooperatividade, 
muitas vezes esteja associado a sistemas que requerem uma memoria celular estavel. 

A robustez e uma caracterfstica importante das redes biologicas 

Os sistemas reguladores biologicos frequentemente sao expostos a variagoes frequen- 
tes e as vezes extremas nas condigoes externas, ou nas concentragoes, ou atividades de 
componentes-chave. A capacidade desses sistemas em funcionar normalmente em face 
a tais perturbagoes e chamada de robustez. Se compreendermos um sistema comple- 
xo de modo que possamos reproduzir seu comportamento com um modelo computa- 
cional, entao a robustez do sistema pode ser acessada determinando o quao bem suas 
fungoes normais persistem apos alteragoes nos varios parametros, como as constantes 
e concentragoes de componentes. Ja vimos, por exemplo, como a presenga da retroali¬ 
mentagao negativa reduz a sensibilidade do estado estacionario a alteragoes nos valores 
dos parametros do sistema (ver Figura 8-77). Consideragoes sobre a robustez tambem 
se aplicam a comportamentos dinamicos. Assim, por exemplo, quando discutimos a 
retroalimentagao negativa, descrevemos como o comportamento de um sistema tende 
a se tornar mais oscilante na medida em que aumenta o numero de componentes que 
constituem um ciclo de retroalimentagao. Se usarmos diferentes valores de parametros 
nos modelos derivados para sistemas como aqueles na Figura 8-78, observaremos que 
o sistema com ciclos mais longos tende a exibir oscilagoes estaveis dentro de um espec- 
tro bem mais amplo de parametros, indicando que esse sistema fornece um oscilador 
mais robusto. Podemos realizar calculos similares para determinar a capacidade de di¬ 
ferentes sistemas de alcangar a biestabilidade robusta que surge a partir da retroalimen¬ 
tagao positiva. Portanto, um dos beneficios dos modelos computacionais e que eles nos 
permitem testar a robustez de redes biologicas de maneira sistematica e rigorosa. 

Dois reguladores da transcrigao que se ligam ao mesmo promotor 
genico podem exercer controle combinatorio 

Ate agora, discutimos como um regulador da transcrigao pode modular o nivel de ex- 
pressao de um gene. Entretanto, a maioria dos genes e controlada por mais de um tipo de 
regulador da transcrigao, fornecendo um controle combinatorio que permite que dois ou 
mais estimulos influenciem a expressao do gene. Podemos usar metodos computacio¬ 
nais para desvendar algumas das caracteristicas reguladoras importantes dos sistemas 
de controle combinatoriais. 

Considere um gene cujo promotor content sitios de ligagao para duas protemas re¬ 
guladoras, Ae R, que se ligam a seus sitios individuais de forma independente. Existem 
quatro configuragoes de possiveis ligagoes (Figura 8-83A). Suponha que A seja um ativador 
da transcrigao, R e um repressor da transcrigao e o gene e ativado apenas quando A estiver 
ligado e R nao estiver. Aprendemos anteriormente que a probabilidade de A estar ligado 
e a probabilidade de R nao estar pode ser determinada pelas equagoes na Figura 8-84A. 
O produto dessas duas probabilidades nos da a probabilidade da ativagao genica. 

Este exemplo ilustra uma fungao logica “E NAO” (A e nao R) (ver Figura 8-83A). 
A ativagao maxima desse gene ocorre quando [A] e alto e [R] e zero. Entretanto, niveis 
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intermediaries de ativagao genica tambem sao possiveis dependendo do mvel de A e R 
e tambem das afinidades de ligagao de [A] e [R] por seus respectivos sitios (i.e. ; K A e K R ). 
Quando K A » K R , mesmo uma pequena concentragao de [A] e capaz de superar a repres- 
sao por R. Ao contrario, se K A « K w entao muito mais [A] e necessario para ativar o gene 
(Figura 8-84B e C). 

Varias outras fungoes logicas podem governar a regulagao genica combinatoria. 
Por exemplo, uma logica "E” controla resultados quando dois ativadores, Ale A2, sao 
necessarios para que um gene seja transcrito (Figuras 8-83B e 8-84D). Em celulas de 
E. coli, o gene AraJ controla alguns aspectos do metabolismo do agucar arabinose: sua 
expressao requer dois reguladores da transcrigao, um ativado pela arabinose e o outro 
ativado pela pequena molecula cAMP (Figura 8-84E). 


Figura 8-83 Controle combinatorio da 
expressao genica. Existem varias manei- 
ras pelas quais a expressao genica pode 
ser controlada por dois reguladores da 
transcrigao. Para definir precisamente a re- 
lagao entre os dois estimulos e o resultado 
da expressao genica, um circuito regulador 
muitas vezes e descrito como um tipo es- 
pecifico de controlador logico, termo em- 
prestado do desenho de circuitos eletroni- 
cos. Um exemplo simples e o controlador 
logico "OU" (nao mostrado aqui), no qual 
um gene e controlado por dois ativadores 
da transcrigao, e um ou outro pode ativar 
a expressao genica. (A) Em um sistema 
com um ativador A e um repressor R, se 
a transcrigao for ativada apenas quando 
A estiver ligado e R nao estiver, entao o 
resultado e do tipo "E NAO". Vimos um 
exemplo dessa logica no Capitulo 7 (Figura 
7-15). (B) Um controlador E resulta quan¬ 
do dois ativadores da transcrigao, A1 e A2, 
sao necessarios para ativar um gene. 


Uma interagao de estimulagao intermitente incoerente gera pulsos 

Imagine que um sinal estimulador subito ative imediatamente um ativador A da trans¬ 
crigao e que o mesmo sinal estimulador induza a smtese muito mais lenta de um repres¬ 
sor da transcrigao, protema R que atua no mesmo gene X.SeAeR controlam a expressao 
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Figura 8-84 Como o produto quantita¬ 
tive de um gene depende tanto da lo¬ 
gica combinatoria como das afinidades 
dos reguladores da transcrigao. 

(A) Em um sistema regulador genico, como 
o ilustrado na Figura 8-83A, as fragoes dos 
promotores ligados ao ativador A e nao 
ligados ao repressor R sao determinados 
como mostrado aqui. 0 produto dessas 
probabilidades fornece a probabilidade, 

P(A, R), de que o promotor genico esteja 
ativo. (B-E) Nesses quatro paineis, vermelho 
indica uma expressao genica alta e azul 
indica uma expressao genica baixa. (B) e 

(C) retratam a expressao genica do siste¬ 
ma descrito no painel (A). Os dois paineis 
demonstram como o sistema se comporta 
quando as afinidades relativas dos dois re¬ 
guladores da transcrigao alteram de acordo 
com o indicado acima de cada painel. 

(D) A expressao genica em um caso onde 
o gene so e ativado na presenga de altos 
niveis de ambos os estimulos ativadores 
(A1 e A2), como mostrado na Figura 
8-83B. (E) Dados experimentais que mos- 
tram a expressao medida de um gene de 
E. coli que e regulado combinatoriamente 
por dois estimulos: arabinose e cAMP. 
Observe a semelhanga com o painel (D). (E, 
adaptado a partir de S. Kaplan et. al., Mol. 
Cell 29:786-792, 2008.) 
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ESTIMULO 

ATIVADOR 

SUBITO 



Inativo 


Ativagao 
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(A) 


Repressao 
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GENEX 
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Produgao da 
proteina X 



Figura 8-85 Como um motivo de 
estimulagao intermitente incoerente 
pode gerar um pulso breve de ativa¬ 
gao genica em resposta a um estimulo 
permanente. (A) Diagrama de um motivo 
de estimulagao intermitente incoerente 
no qual o ativador A e o repressor R da 
transcrigao controlam a expressao do gene 
X usando a logica "E NAO" da Figura 
8-83A. (B) Quando K A « K R , esse motivo 
gera um pulso de expressao da proteina X, 
de modo que a expressao diminua mesmo 
que o estimulo permanega alto. (C) Quan¬ 
do K a » K Ri o mesmo motivo responde a 
um estimulo permanente gerando uma 
expressao contfnua. 


genica pela fungao logica "E NAO” como aquela descrita anteriormente, nossa intuigao 
nos diz que este sistema deveria ser capaz de gerar um pulso de transcrigao: quando A 
e ativado (e R esta ausente), a transcrigao do gene X iniciara e levara a um aumento na 
concentragao da proteina X, mas, entao, a transcrigao sera inativada quando a concen- 
tragao de R aumentar ate um valor suficientemente alto. 

Arranjos desse tipo sao comuns na celula. Em E. coli, por exemplo, os genes meta- 
bolicos da galactose sao regulados positivamente pela proteina ativadora de catabolitos 
(CAP), que e ativada em altos niveis de cAMP. Os mesmos genes sao reprimidos pela pro- 
teina repressora GalS, que e codificada por um gene cuja transcrigao provavelmente seja 
ativada pela CAP. Portanto, um aumento no estimulo (cAMP) ativa A (CAP), e a transcrigao 
dos genes da galactose inicia. Mas a ativagao de A tambem causa um acumulo subsequen- 
te de R (GalS), que faz os mesmos genes serem reprimidos apos um intervalo de tempo. 
Isso resulta em um motivo de estimulagao intermitente incoerente (Figura 8-85A). 

A resposta do motivo de estimulagao intermitente incoerente varia dependen- 
do dos parametros do sistema. Suponha, por exemplo, que a proteina A ativadora da 
transcrigao se ligue de forma mais fraca a regiao reguladora do gene do que a proteina R 
repressora da transcrigao ( K A < K R ). Nesse caso, havera uma explosao transiente da pro- 
teina sintetizada pelo gene afetado (gene X) em reposta a um estimulo ativador siibito 
(Figura 8-85B). Em contraste, a resposta sera mais sustentavel se K A for muito maior do 
que K r , pois a repressao sera muito fraca para superar a ativagao do gene (Figura 8-85C). 
Outras propriedades dessa rede, como a dependencia da amplitude do pulso pelas va- 
rias constantes no sistema, podem ser exploradas com as mesmas ferramentas compu- 
tacionais. Portanto, nossa suposigao intuitiva sobre como este sistema se comportaria 
estava apenas parcialmente correta; mesmo o sistema mais simples de redes depende de 
forgas de interagao precisas, demonstrando novamente por que a matematica e necessa- 
ria para completar a representagao dos sistemas. 

Uma interagao de estimulagao intermitente coerente detecta 
estimulos persistentes 

Na bacteria E. coli , o agiicar arabinose apenas e consumido quando o agiicar de prefe¬ 
rence, glicose, estiver escasso. A estrategia que as celulas utilizam para determinar a 
presenga de arabinose e a ausencia de glicose envolve um arranjo de estimulagao inter¬ 
mitente que e diferente do recem-descrito. Nesse caso, a deplegao de glicose causa um 
aumento de cAMP, que e percebido pela proteina ativadora da transcrigao CAP, como 
descrito anteriormente. Entretanto, nesse caso, CAP tambem induz a smtese de um se- 
gundo ativador da transcrigao, AraC. Ambas as protemas ativadoras sao necessarias para 
ativar os genes metabolicos da arabinose (a fungao logica “E” na Figura 8-83B). 

Esse arranjo, conhecido como motivo de estimulagao intermitente coerente, possui 
as caracteristicas interessantes ilustradas na Figura 8-86. Imagine que dois ativadores, Al 
e A2, sao necessarios para iniciar a transcrigao genica. O estimulo da rede ativa Al direta- 
mente, mas apenas ativa A2 por essa ativagao de Al. Portanto, para que uma proteina seja 
sintetizada a partir desse gene, sao necessarios estimulos longos para permitir que tanto 
Al como A2 sejam produzidas na forma ativa. Pulsos breves de estimulos sao ignorados 
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ou produzem pequenos resultados. A necessidade de um estimulo longo e importante se 
garantias sobre um sinal sao necessarias antes que um programa celular dispendioso seja 
acionado. Por exemplo, a glicose e o agucar com o qual celulas de E. coli crescem melhor. 
Antes das celulas ativarem o metabolismo da arabinose no exemplo anterior, poderia ser 
benefico ter certeza que a glicose foi esgotada (um pulso CAP sustentado), em vez de indu- 
zir o programa da arabinose durante uma flutuagao transiente de glicose. 

A mesma rede pode se comportar de formas diferentes em 
celulas diferentes devido aos efeitos estocasticos 

Ate este ponto, assumimos que todas as celulas em uma populagao produzem compor- 
tamentos identicos se elas contiverem a mesma rede. Entretanto, e importante levar em 
conta o fato que as celulas muitas vezes mostram uma individualidade consideravel nas 
suas respostas. Considere uma situagao na qual uma unica celula-mae se divide em duas 
celulas filhas de igual volume. Se a celula-mae possui apenas uma molecula de determi- 
nada protema, entao apenas uma das filhas a herdara. As filhas, embora geneticamente 
identicas, sao diferentes. Essa variabilidade e mais pronunciada para moleculas que es- 
tao presentes em pequeno numero. Apesar disso, mesmo quando existem varias copias 
de uma determinada protema (ou RNA), e muito improvavel que ambas as celulas-filhas 
recebam exatamente o mesmo numero de moleculas. 

Essa e apenas uma ilustragao de uma caracteristica universal das celulas: seus com- 
portamentos muitas vezes sao estocasticos, significando que elas apresentam variabilida¬ 
de no seu conteudo proteico e por isso exibem variagoes nos fenotipos. Alem dessa divisao 
assimetrica das moleculas apos a divisao celular, a variabilidade pode originar de varias 
reagoes quimicas. Imagine, por exemplo, que nossa celula-mae contenha um circuito re- 
gulador genico simples com um ciclo de retroalimentagao positiva, como aquele mostrado 
na Figura 8-80B. Mesmo que ambas as celulas-filhas recebam uma copia desse circuito, 
incluindo uma copia da protema ativadora inicial da transcrigao, existira variabilidade no 
tempo necessario para a ligagao do promotor - e sera estatisticamente quase impossivel 
para os genes nas duas celulas-filhas serem ativados precisamente no mesmo momento. 
Se o sistema e biestavel e equilibrado proximo ao ponto de troca, entao a variabilidade na 
resposta podera inverter em apenas uma celula-filha. Assim, duas celulas-filhas que nas- 
ceram identicas podem adquirir, ao acaso, uma diferenga dramatica no fenotipo. 

Em termos mais gerais, as populagoes isogenicas de celulas crescidas no mesmo 
meio apresentam diversidade no tamanho, forma, posigao do ciclo celular e expressao 
genica. Essas diferengas surgem, pois reagoes quimicas ocorrem por colisoes probabili's- 
ticas entre moleculas que se movimentam aleatoriamente, com cada evento resultando 
em alteragoes no numero total de especies moleculares dispomveis. O efeito amplificado 
das flutuagoes em um reagente molecular, ou os efeitos compostos das flutuagoes por 
varios reagentes moleculares, muitas vezes acumula como um fenotipo observavel. Isso 
pode dotar uma celula com individualidade e gerar uma variabilidade nao genetica de 
celula para celula em uma populagao. 

A variabilidade nao genetica pode ser estudada no laboratorio por medidas em 
uma unica celula de protemas fluorescentes expressadas a partir de genes sob controle 


Figura 8-86 Como um motivo de 
estimulagao intermitente coerente res- 
ponde a varios estimulos. (A) Diagrama 
de um motivo de estimulagao intermitente 
coerente no qual os ativadores da trans¬ 
crigao A1 e A2 juntos ativam a expressao 
do geneXusando a logica "E" da Figura 
8-83B. (B) A resposta a um estimulo breve 
pode ser fraca (como mostrado) ou nao 
existente. Isso permite que o motivo igno¬ 
re flutuagoes aleatorias na concentragao 
das moleculas de sinalizagao. (C) Um 
estimulo prolongado produz uma resposta 
forte que pode ser inativada rapidamente. 
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Figura 8-87 Diferentes mveis de ex¬ 
pressao genica em celulas individuals 
dentro de uma populacao da bacteria 
E. coli. Para esses experimentos, duas 
proteina-reporter diferentes (uma fluores- 
cendo em verde, a outra em vermelho) 
controladas por uma copia do mesmo 
promotor foram introduzidas em todas 
as bacterias. Algumas celulas expressam 
apenas uma copia do gene e, dessa forma, 
aparecem ou em vermelho ou em verde, 
enquanto outras expressam ambas as co- 
pias do gene e assim aparecem amarelas. 

0 experimento revela mveis variados de 
fluorescencia, indicando diversos mveis de 
expressao genica dentro de uma popula- 
gao de celulas aparentemente uniforme. 

(A partir de M.B. Elowitz eta!., Science 
297:1183-1186, 2002. Com permissao 
de A A AS.) 


de um promotor especifico. As celulas vivas podem ser dispostas em uma lamina e ob- 
servadas por um microscopio de fluorescencia, revelando a variabilidade espetacular 
nos mveis de expressao proteica (Figura 8-87). Outra abordagem e utilizar citometria 
de fluxo, que funciona passando-se uma suspensao diluida de celulas por um ilumi- 
nador e medindo-se a fluorescencia das celulas individuais a medida que elas passam 
pelo detector (ver Figura 8-2). Os valores de fluorescencia podem ser representados em 
histogramas que revelam a variabilidade em um processo atraves de uma populagao de 
celulas, com um histograma amplo indicando uma maior variabilidade. 

Varias abordagens computacionais podem ser usadas para 
modelar as reagoes nas celulas 

Demos um enfoque principalmente no uso de equagoes diferenciais comuns para mo¬ 
delar a dinamica de circuitos reguladores simples. Esses sao modelos determimsticos, 
pois nao incorporam variabilidade estocastica e sempre produzirao o mesmo resultado 
a partir de um conjunto especifico de parametros. Como vimos, tais modelos podem for- 
necer informagbes uteis, particularmente na analise mecamstica detalhada de pequenos 
circuitos reguladores. Entretanto, outros tipos de abordagens computacionais tambem 
sao necessarias para compreender a grande complexidade do comportamento celular. 
Os modelos estocasticos, por exemplo, tentam explicar os problemas muito importantes 
da variabilidade aleatoria nas redes moleculares. Esses modelos nao fornecem predigoes 
determimsticas sobre o comportamento das moleculas; em vez disso, eles incorporam 
variagoes aleatorias em numeros e interagoes de moleculas, e o proposito desses mode¬ 
los e obter um melhor entendimento da probabilidade do sistema existir em um certo 
estado com o tempo. 

Varias outras estrategias de modelagem tern sido ou estao sendo desenvolvidas. 
As redes booleanas sao usadas para analise qualitativa das redes reguladoras genicas 
complexas, contendo grandes mimeros de componentes que interagem. Nesses mode¬ 
los, cada molecula e um no que pode existir no estado ativo ou inativo, afetando, dessa 
forma, o estado dos nos ao qual esta ligada. Os modelos desse tipo fornecem dados sobre 
o fluxo da informagao pela rede, e eles foram uteis em nos ajudar a entender a comple- 
xa rede reguladora de genes que controla o desenvolvimento inicial do ourigo do mar 
(ver Figura 7-43). Portanto, as redes booleanas reduzem as redes complexas a uma forma 
bastante simplificada (e potencialmente imprecisa). No outro extremo estao simulagdes 
baseadas em agentes , nas quais milhares de moleculas (ou "agentes”) em um sistema 
sao modeladas individualmente, e seus provaveis comportamentos e interagoes entre si 
com o tempo sao calculadas com base nos comportamentos flsicos e quimicos previstos, 
muitas vezes considerando a variagao estocastica. As abordagens baseadas em agentes 
requerem computadores, mas tern o potencial de gerar simulagoes de sistemas biologi- 
cos reais muito semelhantes a vida. 


Metodos estatfsticos sao cruciais para a analise de dados biologicos 

A dinamica, as equagoes diferenciais e a modelagem teorica nao sao as unicas areas da 
matematica uteis a biologia. Outras ramificagbes sao igualmente importantes para os 
biologos. A estatistica - a matematica dos processos probabilisticos e conjuntos de dados 
aleatorios - e uma parte sem escapatoria da vida de cada biologo. 

Isso e verdadeiro de duas maneiras principais. Primeiro, equipamentos de medi- 
gao imperfeitos e outros erros geram ruido experimental em seus dados. Segundo, todos 
os processos biologicos celulares dependem do comportamento estocastico de mole¬ 
culas individuais, como recem discutimos, e isso resulta em ruido biologico nos nossos 
resultados. Como, frente a todos estes ruidos, chegamos a conclusao sobre a verdade 
da hipotese? A resposta e a analise estatistica, que mostra como mover de um nivel de 
descrigao para outro: a partir de um conjunto de pontos de dados de indivlduos erraticos 
para uma descrigao mais simples das caracteristicas-chave dos dados. 

A estatistica nos ensina que quanto mais vezes repetirmos nossas medigoes, me¬ 
lhor e mais refinadas serao as conclusoes que podemos tirar. Dadas varias repetigoes, 
torna-se possivel descrever nossos dados em termos de variaveis que resumem as carac- 
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teristicas do objeto de estudo: o valor medio da variavel medida, obtido a partir dos pon- 
tos de dados; a magnitude do ruido (o desvio-padrao do conjunto de pontos de dados); 
o erro provavel em nossa estimativa de valor medio (o erro padrao da media); e, para 
especialistas, os detalhes da distribuigao da probabilidade descrevendo a probabilidade 
de uma medida individual gerar um determinado valor. Para todas essas condigoes, a 
estatistica fornece protocolos e formulas quantitativas que os biologos precisam com- 
preender se quiserem obter conclusoes rigorosas com base em resultados variaveis. 

Resumo 

A analise matematica quantitativa podefornecer uma dimensao extra poderosa na nos¬ 
sa compreensao sobre a regulagao e fungao celular. Os sistemas reguladores muitas vezes 
dependem das interagdes macromoleculares, e analises matematicas da dinamica dessas 
interagdes podem revelar dados importantes sobre a importancia das afinidades de liga- 
gao e estabilidade de protemas na geragao de sinais de transcrigao ou outros. Os sistemas 
reguladores muitas vezes utilizam motivos de rede que geram comportamentos uteis: um 
ciclo de retro alimentagao negativa rapida minimiza a resposta a sinais de estimulo; 
um ciclo de retro alimentagao negativa com retardo cria um oscilador bioquimico; uma 
retro alimentagao positiva gera um sistema que alterna entre dois estados estaveis; e mo¬ 
tivos de estimulagao intermitente estabelecem sistemas que geram pulsos transientes de 
sinais ou respondem apenas a impulsos persistentes. O comportamento dinamico desses 
motivos de rede pode ser dissecado em detalhes com modelagem matematica estocastica 
e determimstica. 


OQUE NAO SABEMOS 

• Muitas das ferramentas que revolu- 
cionaram a tecnologia do DNA foram 
descobertas por cientistas estudando 
problemas biologicos basicos que nao 
tinham aplicagoes obvias. Quais sao as 
melhores estrategias para assegurar que 
essas tecnologias crucialmente impor¬ 
tantes continuem a ser descobertas? 

• A medida que os custos do sequen- 
ciamento de DNA diminuem e a 
quantidade de dados de sequences 
acumulam, como vamos continuar a 
acompanhar e analisar significativa- 
mente essa vasta quantidade de infor- 
magoes? Quais novas questoes essas 
informagoes permitirao responder? 

• Podemos desenvolver ferramentas 
para analisar cada uma das modifica- 
goes pos-transcricionais nas protemas 
em celulas vivas, assim como acompa¬ 
nhar todas as modificagoes em tempo 
real? 

• Podemos desenvolver modelos mate- 
maticos para descrever com precisao a 
enorme complexidade das redes celu- 
lares e predizer componentes e meca- 
nismos nao descobertos? 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

8-1 Uma vez que um anticorpo monoclonal reconhece 
um sitio antigenico especifico (epitopo), ele se liga apenas a 
protema especifica contra a qual ele foi feito. 

8-2 Dado o inexoravel progresso da tecnologia, parece ine- 
vitavel que a sensibilidade de detecgao de moleculas ira ul- 
trapassar o nivel de yoctomol (10“ 24 mol). 

8-3 Se cada ciclo de PCR dobra a quantidade de DNA 
sintetizado no ciclo anterior, entao 10 ciclos gerarao 10 3 ve¬ 
zes de amplificagao, 20 ciclos gerarao 10 6 vezes e 30 ciclos 
10 9 vezes. 

8-4 Para julgar a importancia biologica de uma interagao 
entre a protema A e a protema B, precisamos saber detalhes 
quantitativos sobre suas concentragoes, afinidades e com¬ 
portamentos cineticos. 

8-5 A taxa de alteragao na concentragao de qualquer es- 
pecie molecular X e dada pelo equilibrio entre sua taxa de 
aparecimento e sua taxa de desaparecimento. 

8-6 Apos um aumento subito na transcrigao, uma protema 
com uma taxa baixa de degradagao alcangara um novo nivel 
de estado estacionario com mais rapidez do que uma pro¬ 
tema com uma taxa rapida de degradagao. 


Discuta as questoes a seguir. 

8-7 Uma etapa comum no isolamento de celulas a partir de 
uma amostra de tecido animal e trata-lo com tripsina, cola- 
genase e EDTA. Por que esse tratamento e necessario e para 
que serve cada componente? Por que esse tratamento nao 
mata as celulas? 

8-8 A tropomiosina, com 93 kD, sedimenta a 2,6S, enquanto 
a protema de 65 kD, hemoglobina, sedimenta a 4,3S. (O coe- 
ficiente de sedimentagao S e uma medida linear da taxa de 
sedimentagao). Essas duas protemas estao representadas em 
escala na Figura Q8-1. Como a protema maior sedimenta mais 
lentamente do que a menor? Voce pode imaginar alguma ana- 
logia do cotidiano que pode lhe ajudar com esse problema? 



Figura Q8-1 Modelos em escala da tropomiosina e hemoglobina. 
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8-9 A tecnologia do hibridoma permite que se gerem an- 
ticorpos monoclonais para praticamente qualquer protema. 
Por que entao a tecnica de marcar protemas geneticamen- 
te com epitopos e tao comumente utilizada, especialmente 
uma vez que um epitopo marcador tem o potencial de inter- 
ferir na fungao da protema? 

8-10 Quantas copias de uma protema precisam estar pre¬ 
serves em uma celula para que sejam visiveis como uma 
banda no gel SDS? Assuma que voce pode aplicar 100 fxg de 
extrato celular em um gel e que voce pode detectar 10 ng em 
uma unica banda por coloragao de prata do gel. A concen- 
tragao de uma protema nas celulas e de cerca de 200 mg/mL, 
e uma celula de mamifero tipica tem um volume de cerca de 
1.000 |jim 3 e uma bacteria tipica de cerca de 1 pm 3 . Dados es¬ 
ses parametros, calcule o mirnero de copias de uma protema 
de 120 kD que precisaria estar presente em uma celula de 
mamifero e em uma bacteria para que produza uma banda 
detectavel no gel. Voce pode tentar um palpite de ordem de 
magnitude antes de comegar a calcular. 

8-11 Voce isola as protemas de dois pontos adjacentes 
apos a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida 
e as digere com tripsina. Quando as massas dos peptideos 
foram medidas por espectrometria de massa MALDI-TOF, 
observou-se que os peptideos das duas protemas eram 
identicos, com a excegao de um (Figura Q8-2). Para esses 
peptideos, os valores da relagao massa/carga (m/z) foram 
diferentes em 80 unidades, um valor que nao corresponde a 
diferenga na sequencia de aminoacidos. (Por exemplo, acido 
glutamico em vez de valina em uma posigao daria uma dife¬ 
renga na m/z em torno de 30 unidades). Voce pode sugerir 
uma possivel diferenga entre os dois peptideos que poderia 
explicar a diferenga observada em m/z 1 . 


Figura Q8-2 Massas 
dos peptideos medi¬ 
das por espectrome¬ 
tria de massa MALDI- 
-TOF. Apenas os picos 
numerados diferem 
entre as duas amos- 
tras de proteina. 

8-12 Voce quer amplificar o DNA entre as duas extensoes 
de sequencias mostradas na Figura Q8-3. Escolha o par de 
iniciadores, a partir da lista, que permite a amplificagao do 
DNAporPCR. 

8-13 No primeiro ciclo de PCR utilizando DNA genomico, 
os iniciadores de DNA comegam a sintese, que so termina 
quando o ciclo acabar (ou quando uma extremidade aleato- 
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m/z (proporgao massa/carga) 


ria de DNA e encontrada). Agora, no final de 20 a 30 ciclos - 
uma amplificagao tipica -, o unico produto visivel e definido 
precisamente pelas extremidades dos iniciadores de DNA. 
Em quais ciclos e gerado um fragmento de fita dupla com o 
tamanho correto? 


DNA a ser amplificado 

5'-GACCTGTGGAAGC - CATACGGGATTGA-3' 

3' -CTGGACACCTTCG - GTATGCCCTAACT-5' 


Iniciadores 


(1) 5'-GACCTGTGGAAGC-3' 

(2) 5'-CTGGACACCTTCG-3' 

(3) 5'-CGAAGGTGTCCAG-3' 

(4) 5'-GCTTCCACAGGTC-3' 


(5) 5'-CATACGGGATTGA-3' 

(6) 5'-GTATGCCCTAACT-3' 

(7) 5' - TGTT AGGGC AT AC - 3' 

(8) 5'-TCAATCCCGTATG-3' 


Figura Q8-3 DNA a ser amplificado e com iniciadores de PCR em potencial. 


8-14 Explique a diferenga entre uma mutagao com ganho 
de fungao e uma mutagao negativa dominante. Por que esses 
dois tipos de mutagao normalmente sao dominantes? 

8-15 Discuta a seguinte afirmativa: “Nao teriamos ideia 
hoje da importancia da insulina como hormonio regulador 
se a sua ausencia nao estivesse associada a doenga humana 
diabetes. Foram as consequencias drasticas da sua ausencia 
que deram enfoque nos esforgos iniciais de identificagao da 
insulina e do estudo do seu pap el normal na fisiologia” 

8-16 Voce recebe os resultados de uma analise de RNA-seq 
de mRNAs do figado. Voce havia se antecipado contando o 
numero de leituras de cada mRNA para determinar a abun- 
dancia relativa dos diferentes mRNAs. Porem, fica confuso, 
pois muitos dos mRNAs lhe deram resultados como aqueles 
mostrados na Figura Q8-4. Como partes diferentes de um 
mRNA podem ser representadas em niveis diferentes? 



Figura Q8-4 Leituras do RNA-seq para um mRNA do figado. A estrutura 
do exon do mRNA esta indicada, com segmentos codificadores de proteina 
indicados em azul-claro e regioes nao traduzidas em roxo. Os numeros de 
leituras do sequenciamento estao indicados pela altura das linhas verticals 
acima do mRNA. 


8-17 Examine os motivos de rede na Figura Q8-5. Decida 
quais sao os ciclos de retroalimentagao negativas e os positi- 
vas. Explique seu raciocmio. 
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Figura Q8-5 Motivos de rede compostos de ativadores e repressores da 
transcrigao. 

8-18 Imagine que uma perturbagao aleatoria posicione 
um sistema biestavel precisamente no limite entre dois esta- 
dos estacionarios (no ponto laranja na Figura Q8-6). Como 
o sistema responderia? 



Figura Q8-6 Perturbagoes em um sistema biestavel. Como mostrado pelas 
linhas verdes, apos a perturbagao 1 o sistema retorna para seu estado estavel 
original (ponto verde a esquerda) e apos a perturbagao 2, o sistema se move 
para o outro estado estavel (ponto verde a direita). A perturbagao 3 move 
o sistema para a ligagao precisa entre os dois estados estaveis (ponto laranja). 


8-19 Uma analise detalhada da regiao reguladora do ope- 
ron Lac revelou uma complexidade surpreendente. Em vez 
de existir um sftio de ligagao unico para o repressor Lac, 
como poderia ser esperado, existem tres sitios chamados de 
operadores: O i; 0 2 e 0 3 , arranjados ao longo do DNA como 
mostrado na Figura Q8-7. Para investigar as fungoes desses 
tres sitios, voce faz uma serie de construtos nos quais va- 
rias combinagoes de sitios de operadores estao presentes. 
Voce examina sua capacidade de reprimir a expressao de p'" 
-galactosidase, usando formas tetramericas (tipo selvagem) 
ou dimericas (mutantes) do repressor Lac. A forma dime- 
rica do repressor pode se ligar a um unico operador (com 
a mesma afinidade do tetramero) com cada monomero se 
ligando a uma metade do operador. O tetramero, a forma 
normalmente expressa nas celulas, pode se ligar a dois si¬ 
tios de forma simultanea. Quando voce mede a repressao 
da expressao da (3-galactosidase, voce encontra os resul- 
tados mostrados na Figura Q8-7, com os numeros maiores 
indicando uma repressao mais efetiva. 

A. Qual sitio do operador e o mais importante para repres¬ 
sao? Como voce pode explicar? 

B. As combinagoes dos sitios do operador (Figura Q8-7, 
construgoes 1, 2, 3 e 5) aumentam substancialmente a re¬ 
pressao pelo repressor dimerico? As combinagoes dos sitios 
do operador aumentam substancialmente a repressao pelo 
repressor tetramerico? Se os dois repressores se compor- 
tam de maneira diferentes, oferega uma explicagao para a 
diferenga. 

C. O repressor do tipo selvagem se liga a 0 3 de forma muito 
fraca quando este esta sozinho sobre um segmento de DNA. 
Entretanto, se O x for incluido no mesmo segmento de DNA, o 
repressor se liga a 0 3 bastante bem. Como isso acontece? 
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Figura Q8-7 A repressao da (3-galactosidase por regioes promotoras que 
contem diferentes combinagoes de sitios de ligagao do repressor Lac. A se- 
paragao de pares de bases (pb) de tres sitios do operador esta mostrada. Os 
numeros a direita se referem ao nivel de repressao, com numeros mais altos 
indicando uma repressao mais efetiva pelos repressores dimericos (2-mer) 
ou tetramericos (4-mer). (A partir de S. Oehler et. al., EMBOJ. 9:973-979, 
1990. Com permissao de John Wiley e Sons.) 
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Visualizagao de celulas 

A compreensao da organizagao estrutural das celulas e essencial para o entendimento 
do seu funcionamento. Neste capitulo, serao revistos brevemente alguns dos principals 
metodos em microscopia utilizados para estudar as celulas. A microscopia optica sera 
nosso ponto de partida, pois a biologia celular iniciou com o microscopio optico e ele 
continua sendo uma ferramenta indispensavel. O desenvolvimento de metodos para 
marcagao especifica e obtengao de imagem dos constituintes celulares individuais e a 
reconstrugao da sua arquitetura tridimensional significou que, longe de cair em desuso, 
a importancia da microscopia optica continua a aumentar. Uma vantagem da microsco¬ 
pia optica e que a luz e relativamente nao destrutiva. Pela marcagao dos componentes 
celulares especificos com sondas fluorescentes, como protemas intrinsecamente fluo- 
rescentes, podemos observar o movimento, a dinamica e as interagoes nas celulas vivas. 
Embora a microscopia optica convencional seja limitada em resolugao pelo comprimen- 
to de onda da luz, novos metodos contornam tal limitagao de forma inteligente e permi- 
tem que a posigao de mesmo uma unica molecula seja mapeada. Por meio do uso de um 
feixe de eletrons em vez de luz visivel, a microscopia eletronica pode captar imagens do 
interior das celulas e de seus componentes macromoleculares, em uma resolugao quase 
atomica e em tres dimensoes. 

Este capitulo foi planejado como uma referenda, em vez de uma introdugao, para 
os capitulos que seguem; os leitores podem querer consulta-lo a medida que encontram 
aplicagoes de microscopia para os problemas biologicos basicos nas ultimas paginas do 
livro. 

VISUALIZACAO DE CELULAS AO MICROSCOPIO OPTICO 

Uma celula animal tipica tern de 10 a 20 |jim de diametro, cerca de um quinto do tama- 
nho do menor objeto que normalmente conseguimos ver a olho nu. Somente depois que 
bons microscopios opticos tornaram-se dispomveis no imcio do seculo XIX, Schleiden e 
Schwann propuseram que todos os tecidos vegetais e animais sao agregados de celulas 
individuais. A sua proposta em 1838, conhecida como doutrina celular, marca o nasci- 
mento formal da biologia celular. 

As celulas animais nao sao apenas mimisculas, mas tambem incolores e trans- 
parentes. A descoberta das suas principais caracteristicas internas, entao, dependeu 
do desenvolvimento, no final do seculo XIX, de uma grande variedade de corantes que 
fornecessem contraste suficiente para tornar essas caracteristicas visiveis. De modo se- 
melhante, a introdugao do microscopio eletronico, cada vez mais potente, no imcio da 
decada de 1940, exigiu o desenvolvimento de novas tecnicas para preservar e corar celu¬ 
las, antes que a total complexidade da sua delicada estrutura interna pudesse comegar a 
emergir. Ate hoje, a microscopia frequentemente depende tanto das tecnicas para prepa- 
rar a amostra como do desempenho do proprio microscopio. Portanto, nas discussoes a 
seguir, consideraremos tanto os instrumentos como a preparagao da amostra, comegan- 
do com o microscopio optico. 

As imagens na Figura 9-1 ilustram a progressao em etapas desde um polegar ate 
um grupo de atomos. Cada imagem sucessiva representa um aumento de dez vezes na 
magnitude. O olho nu poderia ver caracteristicas nos dois primeiros paineis, o micros¬ 
copio optico nos permite ver detalhes que correspondem ao quarto ou quinto painel, e o 
microscopio eletronico, ao setimo ou oitavo painel. A Figura 9-2 mostra os tamanhos de 
varias estruturas celulares e subcelulares e as variagoes de tamanho que diferentes tipos 
de microscopios podem visualizar. 
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Figura 9-1 Uma ideia da escala entre 
celulas vivas e atomos. Cada diagrama 
mostra uma imagem aumentada por um 
fator de 10 em uma progressao imaginaria 
a partir de um dedo polegar, entao celulas 
da pele, passando por um ribossomo, ate 
um grupo de atomos, que formam parte 
de uma das varias moleculas de proteina 
em nosso corpo. Os detalhes atomicos das 
macromoleculas biologicas, como mostra- 
do nos dois ultimos paineis, normalmente 
estao alem do poder do microscopio 
eletronico. Em todos os paineis foram uti- 
lizadas cores, que nao sao caracteristicas 
dos objetos muito menores do que o com- 
primento de onda da luz, de modo que os 
ultimos cinco paineis deveriam ser repre- 
sentados, na verdade, em preto e branco. 


O microscopio optico pode resolver detalhes com distances de 
0,2 |xm 

Por mais de 100 anos, todos os microscopios estavam restritos a uma limitagao funda¬ 
mental: um determinado tipo de radiagao nao pode ser utilizado para investigar detalhes 
estruturais muito menores do que seu proprio comprimento de onda. Um limite para a 
resolugao de um microscopio optico foi, portanto, estabelecido pelo comprimento de 
onda de luz visivel, que varia de cerca de 0,4 pun (para violeta) ate 0,7 pun (para ver- 
melho-escuro). Em termos praticos, as bacterias e as mitocondrias, que tern cerca de 
500 nm (0,5 pun) de largura, em geral sao os menores objetos dos quais o formato pode 
ser claramente discernido ao microscopio optico; detalhes menores do que esses sao 
ocultados pelos efeitos resultantes da natureza da onda da luz. Para entender por que 
isso ocorre, devemos seguir o comportamento de um feixe de luz, quando ele passa atra- 
ves das lentes de um microscopio (Figura 9-3). 

Devido a natureza de sua onda, a luz nao segue a trajetoria idealizada de um raio 
ininterrupto prevista pela optica geometrica. Em vez disso, as ondas de luz viajam por 
um sistema optico por varias rotas levemente diferentes, como ondulagoes da agua, de 
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Figura 9-2 Poder de resolugao. Os tamanhos das celulas e de seus componentes estao representados em uma escala lo- 
gahtmica, indicando a amplitude de objetos que podem ser prontamente resolvidos a olho nu e nos microscopios opticos e 
eletronicos. Note que novas tecnicas de microscopia de super-resolugao, discutidas em detalhe mais adiante, permitem uma 
melhora na resolugao em uma ordem de magnitude comparada com a microscopia optica convencional. 


maneira que interferem umas nas outras e causam efeitos de difragao optica. Se dois 
feixes de ondas, alcangando o mesmo ponto por meio de caminhos diferentes, estao 
precisamente emfase, com crista pareada com crista e depressao com depressao, elas 
intensificarao umas as outras, de maneira a aumentar a luminosidade. Por outro lado, se 
as sucessoes de ondas estao fora defase, elas irao interferir entre si de forma a se cance- 
larem parcial ou completamente (Figura 9-4). A interagao da luz com um objeto modi- 
fica a relagao de fase das ondas de luz, produzindo efeitos complexos de interference. 
Em grande aumento, por exemplo, a sombra de uma borda reta que esteja uniforme- 
mente iluminada com luz de comprimento de onda uniforme aparece como um con- 
junto de linhas paralelas (Figura 9-5), enquanto a borda de um circulo aparece como 
um conjunto de aneis concentricos. Pela mesma razao, um unico ponto visto por meio 
de um microscopio aparece como um disco borrado, e dois pontos proximos dao origem 
a imagens sobrepostas que podem se fundir em uma. Embora nenhuma quantidade de 
refinamento das lentes possa superar o limite de difragao imposto pela natureza pelo 
comportamento de onda da luz, outras maneiras de ultrapassar esse limite de forma in- 
teligente emergiram, criando as tecnicas de imagem de super-resolugao que podem ate 
mesmo detectar a posigao de moleculas individual. 


As seguintes unidades de comprimento 
sao frequentemente utilizadas na 
microscopia: 

ixm (micrometro) = 10 -6 m 
nm (nanometro) = 10 -9 m 
A (unidade Angstrom) = 10 -10 m 


(A) Imagem na retina 




Figura 9-3 Microscopio optico. 

(A) Diagrama mostrando o caminho da 
luz em um microscopio composto. A luz 
e focalizada na amostra pelas lentes no 
condensador. Uma combinagao de lentes 
objetivas, lentes de tubo e lentes oculares e 
arranjada para focar, no olho, uma imagem 
da amostra iluminada. (B) Um microscopio 
optico moderno para pesquisa. (B, cortesia 
de Carl Zeiss Microscopy, GmbH.) 
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Figura 9-4 Interference entre ondas 

de luz. Quando duas ondas de luz se 
combinam em fase, a amplitude da onda 
resultante e maior, e a luminosidade e 
aumentada. Duas ondas de luz que estao 
fora de fase anulam-se parcialmente e 
produzem uma onda cuja amplitude - e, 
portanto, luminosidade - e reduzida. 
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CLARO 


DUAS ONDAS FORA DE FASE 



ESCURO 



Figura 9-5 Efeitos de uma borda e 
de um ponto de luz. (A) Os efeitos de 
interferencia, ou bandas claras e escuras, 
observados em grande aumento, quando 
a luz de um determinado comprimento de 
onda passa pela borda de um objeto soli- 
do colocado entre a fonte de luz e o ob- 
servador. (B) A imagem de um ponto fonte 
de luz. A difragao se espalha na forma de 
um complexo-padrao circular cuja largura 
depende da abertura numerica do sistema 
optico: quanto menor a abertura, maior 
(mais borrada) e a imagem difratada. Dois 
pontos podem ser resolvidos quando o 
centra da imagem de um deles estiver 
localizado no primeiro anel escuro na ima¬ 
gem do outro: isso e usado para definir o 
limite da resolugao. 


O limite de separagao pelo qual dois objetos ainda podem ser distinguidos - o 
assim chamado limite de resolugao - depende tanto do comprimento de onda da luz 
quanto da abertura numerica do sistema de lentes utilizado. A abertura numerica afe- 
ta a capacidade de regular a entrada de luz das lentes e esta relacionada ao angulo do 
cone de luz incidente e ao indice de refragao do meio onde as lentes estao funcionando; 
quanto mais o microscopio abrir seus olhos, assim dizendo, com mais nitidez ele pode 
ver (Figura 9-6). O indice de refragao e a proporgao entre a velocidade da luz no vacuo e 
a velocidade da luz em determinado meio transparente. Por exemplo, para a agua, esse 
indice e de 1,33, significando que a luz viaja 1,33 vez mais devagar na agua do que no 
vacuo. Nas melhores condigoes, com luz violeta (comprimento de onda = 0,4 pm) e uma 
abertura numerica de 1,4, o microscopio optico basico pode alcangar, teoricamente, um 
limite de resolugao de cerca de 0,2 pm, ou 200 nm. Essa resolugao foi alcangada por al- 
guns fabricantes de microscopios no final do seculo XIX e e rotineiramente equiparada 
nas industrias contemporaneas de microscopios. Embora seja possivel aumentar uma 
imagem o quanto quisermos - por exemplo, por sua projegao em uma tela -, nao e pos¬ 
sivel, em um microscopio optico convencional, distinguir entre dois objetos que estejam 
separados por menos de 0,2 pm; eles aparecerao como um unico objeto. Entretanto, e 
importante distinguir entre resolugao e detecgao. Se um pequeno objeto, abaixo do limi¬ 
te de resolugao, emite luz propria, entao ainda seremos capazes de ve-lo ou detecta-lo. 
Desse modo, podemos visualizar um unico microtubulo marcado fluorescentemente 
mesmo que ele seja cerca de dez vezes mais fino do que o limite de resolugao do micros¬ 
copio optico. Contudo, efeitos de difragao farao ele aparecer borrado e com no minimo 
0,2 pm de espessura (ver Figura 9-16). Da mesma forma, podemos ver estrelas a noi- 
te, mesmo que seus diametros sejam bem mais abaixo da resolugao angular de nossos 
olhos nus: todas parecem similares, pontos de luz levemente borrados, diferindo apenas 
em sua cor e brilho. 

0 ruido fotonico cria limites adicionais para resolugao quando os 
niveis de luz sao baixos 

Qualquer imagem, tanto produzida por um microscopio eletronico quanto por um mi¬ 
croscopio optico, e composta de particulas - eletrons ou fotons - que atingem um de¬ 
tector de qualquer tipo. Mas essas particulas sao controladas por mecanica quantica, 
de maneira que as quantidades que alcangam o detector sao previstas apenas em um 
sentido estatistico. Amostras finitas, coletadas pela obtengao de imagens por um limita- 
do periodo de tempo (i.e., fotografias instantaneas), mostrarao variagoes aleatorias: fo- 
tografias instantaneas sucessivas da mesma cena nao serao exatamente identicas. Alem 
disso, cada metodo de detecgao possui um nivel de sinal ou ruido de fundo, adicionando 
a incerteza estatistica. Com uma iluminagao brilhante, correspondendo a mimeros mui- 
to grandes de fotons ou eletrons, as caracteristicas da amostra na imagem sao determi- 
nadas com acuidade com base na distribuigao dessas particulas no detector. Entretanto, 
com numeros menores de particulas, os detalhes estruturais da amostra sao ocultados 
pelas flutuagoes estatisticas nos numeros de particulas detectadas em cada regiao, o que 
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LENTES 


IMAGEM 



LUZ 


A lente objetiva 
coleta um cone 
de raios luminosos 
para formar uma 
imagem 

A lente do 
condensador foca 
um cone de raios de 
luz sobre cada ponto 
da amostra 


RESOLUgAO: o poder de resolugao de um 
microscopio depende da largura do cone de 
iluminagao e, portanto, tanto da lente do 
condensador quanto da objetiva. Ela e 
calculada utilizando-se a formula 

D , ~ 0,61\ 

Resolucao = — ; - 

n sin 0 

onde: 

0 = metade da largura angular do cone dos 
raios coletados pela lente objetiva a partir 
de um ponto tipico na regiao central da 
amostra (uma vez que a largura maxima 
e 180°, sin 0 tern um valor maximo de 1) 
n = indice de refragao do meio 

(normalmente ar ou oleo) que separa 
a amostra das lentes objetiva e do 
condensador 

\= comprimento de onda da luz utilizada 
(para luz branca o valor de 0,53 |jim 
normalmente e usado) 


ABERTURA NUMERICA: n sin 0 na equagao 
acima e denominado abertura numerica 
(NA, de numerical aperture) da lente e 
e uma fungao da sua capacidade de coletar 
luz. Para lentes secas, nao pode ser mais do 
que 1, mas, para lentes de imersao no oleo, 
o valor pode ser de ate 1,4. 


Quanto maior a abertura numerica, maior e a 
resolugao e mais clara a imagem (a luminosidade e 
importante para a microscopia de fluorescencia). 
Entretanto, essa vantagem e conseguida a custo 
de distances de trabalho muito curtas e com 
pouca profundidade de campo. 


Figura 9-6 Abertura numerica. A tra- 
jetoria dos raios de luz passando atraves 
de uma amostra transparente em um 
microscopio ilustra o conceito de abertura 
numerica e sua relagao com o limite de 
resolugao. 


da a imagem uma aparencia pontilhada e limita sua precisao. O termo ruido descreve 
essa variagao aleatoria. 

As celulas vivas sao vistas claramente em um microscopio 
de contraste de fase ou em um microscopio de contraste de 
interferencia diferencial 

Existem varias maneiras pelas quais o contraste em uma amostra pode ser gerado 
(Figura 9-7A). Embora a fixagao e a coloragao de uma amostra possam gerar contraste 
pela cor, os microscopistas sao constantemente desafiados pela possibilidade de alguns 
componentes da celula poderem ser perdidos ou distorcidos durante a preparagao de 
uma amostra. A unica maneira correta de evitar o problema e examinar as celulas en- 
quanto estao vivas, sem fixa-las ou congela-las. Para esse proposito, os microscopios op- 
ticos com sistemas opticos especiais sao particularmente uteis. 

Em um microscopio de campo claro normal, a luz que passa atraves de uma ce¬ 
lula em cultura forma a imagem diretamente. Outro sistema, a microscopia de campo 
escuro, explora o fato de que os raios de luz podem ser espalhados em todas as diregoes 
por objetos pequenos no seu caminho. Se a iluminagao obliqua a partir do condensador 
e arranjada, nao entrando diretamente na objetiva, objetos focados, mas nao corados, 
em uma celula viva podem espalhar os raios, alguns dos quais entram, entrao, na objeti¬ 
va para criar uma imagem clara contra um fundo escuro (Figura 9-7B). 

Quando a luz atravessa uma celula viva, a fase da onda de luz e alterada de acordo 
com o indice de refragao da celula: uma parte relativamente espessa ou densa da celula, 
como um nucleo, retarda a luz que passa atraves dela. Como consequencia, a fase da luz 
e deslocada com relagao a luz que passou atraves de uma regiao adjacente mais delgada 
do citoplasma (Figura 9-7C). O microscopio de contraste de fase e, de uma maneira 
mais complexa, o microscopio de contraste de interferencia diferencial aumentam 
essas diferengas de fase de modo que as ondas ficam quase fora de fase, produzindo 
diferengas de amplitude quando os conjuntos de ondas se recombinam, criando, assim, 
uma imagem da estrutura celular. Ambos os tipos de microscopia optica sao amplamen- 
te utilizados para visualizar as celulas vivas (ver Animagao 17.2). A Figura 9-8 compara 
imagens da mesma celula obtidas por quatro tipos de microscopios opticos. 

As microscopias de contraste de fase, de contraste de interferencia diferencial e 
de campo escuro tornaram possivel visualizar os movimentos envolvidos em processos 
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(A) Luz incidente 
(branca) 




Apenas os raios 
de luz espalhados 
entram na objetiva 



(B) Luz incidente obliqua 


(C) Luz incidente 
(branca) 


Figura 9-7 Contraste na microscopia optica. (A) A parte corada da celula absorvera luz de alguns comprimentos de onda, que dependem 
do corante, mas permitira que outros comprimentos de onda passem por ela. Assim, uma imagem colorida da celula e obtida, sendo visfvel no 
microscopio optico normal de campo claro. (B) No microscopio de campo escuro, raios obliquos de luz focados sobre a amostra nao entram 
na lente objetiva, mas a luz que e espalhada por componentes na celula viva pode ser reunida para produzir uma imagem brilhante sobre urn 
fundo escuro. (C) A luz que passa atraves da celula viva nao corada sofre poucas modificagoes na amplitude, e os detalhes estruturais nao 
podem ser vistos, mesmo que a imagem seja muito aumentada. Entretanto, a fase da luz e alterada por sua passagem atraves das partes mais 
espessas ou mais densas da celula, e pequenas diferengas de fase podem se tornar visiveis explorando-se os efeitos de interference com o uso 
de urn microscopio de contraste de fase ou de contraste de interference diferencial. 


como a mitose e a migragao celular. Uma vez que varios movimentos celulares sao mui¬ 
to lentos para serem visualizados em tempo real, muitas vezes e util realizar filmes em 
lapso de tempo nos quais a camera registra imagens sucessivas separadas por um curto 
intervalo de tempo, de modo que, quando uma serie dos registros resultantes e mostrada 
em uma velocidade normal, os eventos aparecem bastante acelerados. 

As imagens podem ser intensificadas e analisadas por tecnicas 
digitais 

Recentemente, os sistemas eletronicos, ou digitais, de imagem e a tecnologia de pro- 
cessamento de imagens associada tiveram um maior impacto na microscopia optica. 
Algumas limitagoes praticas dos microscopios, relacionadas a imperfeigoes do sistema 
optico, foram em grande parte superadas. Os sistemas de imagem eletronica tambem 
contornaram duas limitagoes fundamentals do olho humano: o olho nao pode ver 
bem com luminosidade muito diminuida e nao pode perceber pequenas diferengas 
de intensidade de luz contra um fundo luminoso. Para aumentar nossa capacidade de 
observar celulas nessas condigoes dificeis, podemos acoplar uma camera digital sen- 
sivel a um microscopio. Essas cameras detectam luz por meio de dispositivos de carga 
acoplada (CCDs) ou de sensores de oxido metalico semicondutores complementares 
de alta sensibilidade (CMOS), similares aqueles encontrados em cameras digitais. Tais 
sensores de imagem sao dez vezes mais sensiveis do que o olho humano e podem de- 
tectar 100 vezes mais niveis de intensidade. Entao, e possivel observar as celulas por 
longos periodos a niveis muito baixos de luminosidade, evitando, assim, os efeitos 
danosos da luz intensa prolongada (e do calor). Tais cameras de luz baixa sao espe- 
cialmente importantes para visualizar moleculas fluorescentes nas celulas vivas, como 
explicado a seguir. 

Como as imagens produzidas pelas cameras digitais estao na forma eletronica, 
elas podem ser processadas de varias maneiras para extrair a informagao latente. Tal 
processamento de imagem torna possivel compensar varios defeitos de optica dos mi¬ 
croscopios. Alem disso, por meio do processamento digital da imagem, o contraste pode 
ser bastante aumentado para contornar as limitagoes do olho na detecgao de pequenas 
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Figura 9-8 Quatro tipos de microscopia optica. Quatro imagens da mesma celula de fibroblasto em cultura sao mostradas. Todas as imagens podem ser 
obtidas com os mais modernos microscopios pela troca dos componentes opticos. (A) Microscopia de campo claro, na qual a luz e transmitida diretamente atra- 
ves da amostra. (B) Microscopia de contraste de fase, na qual alteragoes de fase da luz transmitida atraves da amostra sao traduzidas em alteragoes no brilho. 

(C) Microscopia de contraste de interference diferencial, que destaca os limites entre estruturas em que ha uma alteragao acentuada do indice refrativo. 

(D) Microscopia de campo escuro, na qual a amostra e iluminada lateralmente e apenas a luz difratada e observada. 


diferengas na intensidade da luz, e as irregularidades do fundo no sistema optico podem 
ser subtraidas digitalmente. Esse procedimento revela pequenos objetos transparentes 
que antes eram impossiveis de ser distinguidos do fundo. 


Tecidos intactos normalmente sao fixados e cortados antes da 
microscopia 


Como a maioria das amostras de tecido e muito espessa para que suas celulas indivi¬ 
duals sejam examinadas diretamente a uma alta resolugao, elas geralmente sao cortadas 
em fatias transparentes muito finas, ou secgoes. Para preservar as celulas no tecido, elas 
devem ser tratadas com um fixador. Fixadores comuns incluem o glutaraldeido, que for¬ 
ma ligagoes covalentes com os grupos amino livres das protemas, intercruzando-os de 
modo que sejam estabilizados e imobilizados na posigao. 

Como os tecidos costumam ser macios e frageis, mesmo apos a fixagao, eles preci- 
sam ser congelados ou envolvidos em um meio de suporte antes de serem seccionados. 
Os meios comuns de emblocamento sao ceras ou resinas. Na forma liquida, esses meios 
tanto permeiam como envolvem o tecido fixado; eles entao podem ser solidificados (por 
meio de resfriamento ou polimerizagao) para formar um bloco solido, que pode ser 
prontamente seccionado com um microtomo, uma maquina com uma lamina afiada, 
em geral de ago ou vidro, que funciona como um fatiador de carne (Figura 9-9). As sec- 
goes (normalmente de 0,5 a 10 pun de espessura) sao posicionadas sobre a superficie de 
uma lamina de vidro para microscopio. 

O que existe no conteudo da maioria das celulas (que tern 70% do seu peso com- 
posto por agua) e pouco para impedir a passagem dos feixes de luz. Assim, a maior parte 
das celulas em seu estado natural, mesmo se fixadas e seccionadas, e praticamente in- 
visivel a um microscopio optico comum. Vimos que componentes celulares podem se 
tornar visiveis por tecnicas como a microscopia de contraste de fase e de contraste de 
interference diferencial, mas tais metodos nao nos fornecem informagoes sobre a qui- 
mica subjacente. Existem tres abordagens principais para trabalhar com secgoes finas de 
tecido que revelam diferengas nos tipos de moleculas presentes. 

Primeiro, e tradicionalmente, as secgoes podem ser coradas com corantes orga- 
nicos que tern alguma afinidade especifica por determinados componentes subcelula- 
res. O corante hematoxilina, por exemplo, tern uma afinidade por moleculas carregadas 
negativamente e por isso revela a distribuigao de DNA, RNA e protemas acidas em uma 
celula (Figura 9-10). Entretanto, a base quimica para a especificidade de varios corantes 
nao e conhecida. 


Movimento do 
brago do microtomo 

Amostra revestida 
por cera ou resina 


Lamina fixa 




Secgoes sobre uma 
lamina de vidro, 
coradas e montadas 
sob uma laminula 


Figura 9-9 Preparagao de cortes de tecido. 

Esta ilustragao mostra como um tecido embebido 
e seccionado com um microtomo durante prepa- 
ragao para exame ao microscopio optico. 
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Figura9-10 Colorado de componen- 
tes celulares. (A) Este corte de celulas 
nos ductos coletores de urina dos rins 
foi corado com hematoxilina e eosina, 
dois corantes comumente utilizados em 
histologia. Cada ducto e constituido de 
celulas rigorosamente compactadas (com 
os nucleos corados em vermelho) que for- 
mam um anel. 0 anel e envolto por matriz 
extracelular, corada em roxo. (B) Neste 
corte de uma raiz de planta jovem, foram 
usados dois corantes, safranina e fast 
green. 0 fast green cora a parede de celu- 
lose da celula, enquanto a safranina cora 
as paredes celulares do xilema lignificadas 
de vermelho-claro. (A, de P.R. Wheater et 
al. ; Functional Histology, 2nd ed. London: 
Churchill Livingstone, 1987; B, cortesia de 
Stephen Grace.) 



50 |xm 



100 |xm 


Segundo, tecidos seccionados podem ser usados para visualizar padroes espe- 
cificos de expressao genica diferencial. A hibridizagao in situ, discutida anteriormente 
(ver Figura 8-34), revela a distribuigao celular e a abundancia de moleculas de RNA es- 
pecificas expressas no material seccionado ou em aglomerados de pequenos organismos 
ou orgaos. Ela e particularmente efetiva quando usada em conjunto com sondas fluores- 
centes (Figura 9-11). 

Um terceiro metodo, muito sensivel e bastante utilizado para localizar protemas 
de interesse, tambem depende do uso de sondas e marcadores fluorescentes, como ex- 
plicaremos a seguir. 


As moleculas especificas podem ser localizadas nas celulas por 
microscopia de fluorescencia 


Figura 9-11 Hibridizagao de RNA in 
situ. Como descrito no Capitulo 8 
(ver Figura 8-62), e possivel visualizar a 
distribuigao de diferentes RNAs em tecidos 
usando-se a hibridizagao in situ. Aqui, o 
padrao de transcrigao de cinco diferentes 
genes envolvidos na padronizagao do em- 
briao jovem de mosca e revelado em um 
unico embriao. Cada sonda de RNA 
foi marcada fluorescentemente de maneira 
diferente, algumas de forma direta, e ou- 
tras, indiretamente; as imagens resultantes 
sao mostradas em cores diferentes 
("colorido artificial") e combinadas em 
uma determinada imagem onde combi- 
nagoes diferentes de cores representam 
conjuntos diferentes de genes expressos. 
Os genes cujo padrao de expressao e reve¬ 
lado aqui sao wingless (amareio), engrai¬ 
led (azul), short gastrulation (vermelho), 
intermediate neuroblasts defective (verde) 
e muscle specific homeobox (roxo). (De 
D. Kosman et al., Science 305:846, 2004. 
Com permissao de AAAS.) 


Moleculas fluorescentes absorvem luz a um comprimento de onda e a emitem em um 
comprimento mais longo (Figura 9-12A). Se iluminarmos tal molecula no seu compri¬ 
mento de onda de absorgao e entao a visualizarmos por um filtro que permite apenas 
a passagem de luz com o comprimento de onda emitido, ela brilhara contra um fundo 
escuro. Como o fundo e escuro, mesmo uma quantidade minima de corante fluorescente 
brilhante pode ser detectada. Em contraste, o mesmo mirnero de moleculas de um co¬ 
rante nao fluorescente, visto de maneira convencional, seria praticamente indiscermvel, 
pois a absorgao da luz por moleculas no corante resultaria em apenas a matiz de cor mais 
fraca na luz transmitida por aquela parte da amostra. 

Os corantes fluorescentes usados para corar celulas sao detectados por um mi¬ 
croscopic) de fluorescencia. Esse microscopio e semelhante a um microscopio optico 
comum, exceto pelo fato de que a luz utilizada para iluminagao, originada de uma fonte 
muito potente, passa atraves de dois conjuntos de filtros - um para filtrar a luz antes de 
ela atingir a amostra e um para filtrar a luz obtida a partir da amostra. O primeiro filtro 
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Figura 9-12 Fluorescencia e microscopio de fluorescencia. (A) Um eletron orbital de uma molecula de fluorocromo pode ser levado a um estado exci- 
tado depois da absorgao de um foton. A fluorescencia ocorre quando o eletron retorna ao seu estado basal e emite um foton de luz a um comprimento de 
onda mais longo. Muita exposigao a luz, ou muito brilho, tambem podem destruir uma molecula de fluorocromo, em um processo chamado fotoclareamen- 
to. (B) No microscopio de fluorescencia, um conjunto de filtros consiste em dois filtros de barreira (1 e 3) e um espelho dicroico (separador de raios) (2). Este 
exemplo mostra o conjunto de filtros para a detecgao da molecula fluorescente fluorescefna. Lentes objetivas com alta abertura numerica sao especialmente 
importantes nesse tipo de microscopia, pois, em uma dada magnitude, a luminosidade da imagem fluorescente e proporcional a quarta potencia da abertura 
numerica (ver tambem Figura 9-6). 


permite apenas a passagem de comprimentos de onda que excitem um determinado 
corante fluorescente, enquanto o segundo filtro bloqueia a passagem dessa luz, permi- 
tindo somente a passagem daqueles comprimentos de onda emitidos quando o corante 
fluoresce (Figura 9-12B). 

A microscopia de fluorescencia e mais utilizada para detectar proteinas especifi- 
cas ou outras moleculas em celulas e tecidos. Uma tecnica muito eficaz e bastante usa- 
da e acoplar corantes fluorescentes a moleculas de anticorpos, que entao servem como 
reagentes para coloragao altamente especificos e versateis que se ligam de forma seletiva 
a determinadas macromoleculas as quais eles reconhecem nas celulas ou na matriz ex- 
tracelular. Dois corantes fluorescentes que tern sido comumente usados para esse pro- 
posito sao a fluoresceina, que emite uma fluorescencia verde intensa quando excitada 
com luz azul, e a rodamina, que emite uma fluorescencia vermelha quando excitada 
com luz amarelo-esverdeada (Figura 9-13). Acoplando-se um anticorpo a fluoresceina 
e outro a rodamina, as distribuigoes de diferentes moleculas podem ser comparadas em 
uma mesma celula; as duas moleculas sao visualizadas separadamente ao microscopio, 
alterando-se os dois conjuntos de filtros, cada um especifico para cada corante. Como 
mostrado na Figura 9-14, tres corantes fluorescentes podem ser usados, da mesma ma- 
neira, para distinguir tres tipos de moleculas na mesma celula. Muitos corantes fluores¬ 
centes mais novos, como Cy3, Cy5 e Alexa, foram desenvolvidos especificamente para 
microscopia de fluorescencia (ver Figura 9-13), mas, como muitos fluorocromos orga- 


Figura 9-13 Sondas fluorescentes. Os comprimentos de onda maximos de excitagao e 
emissao de varias sondas fluorescentes, normalmente utilizadas, estao mostrados em rela- 
gao as cores correspondentes do espectro. 0 foton emitido por uma molecula fluorescente 
e necessariamente de menor energia (comprimento de onda mais longo) do que o foton 
absorvido, e isso explica a diferenga entre os picos de excitagao e emissao. CFP, GFP, YFP e 
RFP sao proteinas fluorescentes azul, verde, amarela e vermelha, respectivamente. 0 DAPI 
e bastante usado como uma sonda de DNA fluorescente geral, que absorve luz ultraviole- 
ta e fluoresce azul-brilhante. FITC e uma abreviagao para isotiocianato de fluoresceina, um 
derivado amplamente utilizado da fluorescefna, que fluoresce verde-brilhante. As outras 
sondas em geral sao todas usadas para marcar, fluorescentemente, anticorpos e outras 
proteinas. 0 uso de proteinas fluorescentes sera discutido mais adiante neste capftulo. 
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Figura 9-14 Diferentes sondas fluores- 
centes podem ser visualizadas na mes- 
ma celula. Nesta micrografia composta 
de uma celula em mitose, tres sondas 
fluorescentes diferentes foram usadas para 
corar tres componentes celulares dife¬ 
rentes (Animagao 9.1). Os microtubulos 
do fuso sao revelados com um anticorpo 
verde fluorescente, os centromeres com 
um anticorpo vermelho fluorescente, e o 
DNA dos cromossomos condensados com 
o corante azul fluorescente DAPI. (Cortesia 
de Kevin F. Sullivan.) 
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nicos, eles esmaecem rapidamente quando iluminados continuamente. Fluorocromos 
mais estaveis foram desenvolvidos com base na quimica inorganica. Mimisculos cristais 
de material semicondutor, chamados de nanoparticulas, ou quantum dots , podem ser 
excitados para fluorescer por um amplo espectro de luz azul. Sua luz emitida tern uma 
cor que depende do tamanho exato do nanocristal, entre 2 e 10 nm de diametro, e ; adi- 
cionalmente, a fluorescencia enfraquece de modo gradual com o tempo (Figura 9-15). 
Essas nanoparticulas, quando acopladas a outras sondas, como anticorpos, sao ideais 
para rastrear moleculas durante determinado momento. Se introduzidas em uma celula 
viva - em um embriao, por exemplo -, a progenie daquela celula pode ser observada va- 
rios dias mais tarde por sua fluorescencia, permitindo que as linhagens celulares sejam 
rastreadas. 


Os 


60s 


180 s 
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Figura 9-15 Nanoparticulas fluorescentes ou quantum dots (nanocristais semicondutores). (A) Os nano- 
cristais semicondutores sao minusculas particulas de seleneto de cadmio, um semicondutor com uma cobertura 
para torna-los soluveis em agua. Eles podem ser acoplados a moleculas proteicas, como anticorpos ou estrepta- 
vidina, e, quando introduzidos na celula, se ligarao a uma proteina-alvo de interesse. Os nanocristais semicon¬ 
dutores de diferentes tamanhos emitem luz de diferentes cores - quanto maior o nanocristal, mais longo o com- 
primento de onda -, mas eles sao todos excitados pela mesma luz azul. Os nanocristais semicondutores podem 
permanecer radiantes por semanas, diferentemente da maioria dos corantes organicos fluorescentes. (B) Nesta 
celula, os microtubulos sao marcados (verde) com um corante fluorescente organico (Alexa 488), enquanto uma 
proteina nuclear e marcada (vermelho) com nanocristais semicondutores ligados a estreptavidina. Com a exposi- 
gao continua a luz azul forte, o corante fluorescente esmaece rapidamente enquanto os nanocristais continuam 
a brilhar. (C) Nesta celula, o padrao de marcagao e o contrario; uma proteina nuclear e marcada (verde) com um 
corante fluorescente organico (Alexa 488), enquanto os microtubulos sao marcados (vermelho) com nanocristais 
semicondutores. Novamente, os nanocristais duram muito mais do que os corantes fluorescentes. (B e C, de L. 
Medintz et al., Nat. Mater. 4:435-446, 2005. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 9-16 Imunofluorescencia. 

(A) Uma micrografia eletronica de trans- 
missao da area periferica de celulas epite- 
liais em cultura, mostrando a distribuigao 
dos microtubulos e de outros filamentos. 

(B) A mesma area corada com anticorpos 
fluorescentes contra tubulina, a proteina 
que compoe microtubulos, utilizando a 
tecnica de imunocitoquimica indireta 
(ver Figura 9-17). As setas vermelhas 
indicam microtubulos individuals que sao 
prontamente reconhecidos nas duas ima- 
gens. Note que, pelos efeitos de difragao, 
os microtubulos ao microscopio optico 
aparecem com 0,2 |xm de largura, em 
vez da sua largura real de 0,025 |xm. 

(De M. Osborn, R. Webster e K. Weber, J. 
Cell Biol. 77:R27-R34, 1978. Com permis- 
sao de The Rockefeller University Press.) 


Mais adiante, neste capitulo, serao discutidos metodos de microscopia de fluores- 
cencia adicionais que podem ser utilizados para monitorar alteragoes na concentragao e 
localizagao de moleculas especificas dentro de celulas vivas. 


Os anticorpos podem ser utilizados para detectar moleculas 
especificas 


Anticorpos sao protemas produzidas pelo sistema imune de vertebrados como uma 
defesa contra infecgoes (discutido no Capitulo 24). Eles sao unicos entre as protemas, 
pois sao produzidos em bilhoes de formas diferentes, cada uma com um sitio de ligagao 
diferente que reconhece uma molecula-alvo especifica (ou antigeno). A precisa especifi- 
cidade dos anticorpos pelo antigeno faz deles ferramentas importantes para os biologos 
celulares. Quando marcados com corantes fluorescentes, eles tern um valor inestimavel 
para localizar moleculas especificas nas celulas por meio da microscopia de fluorescen- 
cia (Figura 9-16); marcados com particulas eletrodensas, como esferas de ouro coloidal, 
eles sao usados para propositos semelhantes no microscopio eletronico (discutido a se- 
guir). Os anticorpos utilizados na microscopia normalmente ou sao purificados a partir 
do antissoro para remover todos os anticorpos inespecificos, ou sao anticorpos mono- 
clonais especificos que apenas reconhecem a molecula-alvo. 

Quando usamos os anticorpos como sonda para detectar e testar moleculas espe¬ 
cificas nas celulas, frequentemente usamos metodos quimicos para amplificar o sinal 
fluorescente que eles produzem. Por exemplo, embora uma molecula marcadora, como 
um corante fluorescente, possa ser ligada diretamente a um anticorpo - o anticorpo pri- 
mario -, um sinal mais forte e alcangado utilizando-se um anticorpo primario nao mar- 
cado e, depois, detectando-o com um grupo de anticorpos secundarios marcados que se 
ligam a ele (Figura 9-17). Esse processo e chamado de imunocitoquimica indireta. 

Alguns metodos de amplificagao usam uma enzima como molecula marcadora, 
ligada a um anticorpo secundario. A enzima fosfatase alcalina, por exemplo, na presen- 


Anticorpo primario: 
anticorpo de coelho 
contra o antigeno A 


Anticorpos secundarios: 
anticorpos ligados a um 
marcador, contra anticorpos 
de coelho 



Figura 9-17 Imunocitoquimica indireta. 

Este metodo de detecgao e muito sensivel 
porque varias moleculas do anticorpo 
secundario reconhecem cada anticorpo 
primario. 0 anticorpo secundario e ligado 
de forma covalente a uma molecula marca¬ 
dora que o torna prontamente detectavel. 
Os marcadores de moleculas comumente 
utilizados incluem as sondas fluorescentes 
(para microscopia de fluorescencia), a enzi¬ 
ma peroxidase da raiz-forte (tanto para mi¬ 
croscopia optica convencional quanto para 
microscopia eletronica), as esferas de ouro 
coloidal (para microscopia eletronica) e as 
enzimas fosfatase alcalina ou peroxidase 
(para detecgao bioquimica). 










540 PARTE III Formas de trabalhar com celulas 



5 |xm 


Figura 9-18 Deconvolugao da imagem. 

(A) Uma micrografia optica dos grandes 
cromossomos politenicos da Drosophila, 
corados com urn corante fluorescente 
que se liga ao DNA. (B) 0 mesmo campo 
de visao depois de uma deconvolugao da 
imagem revela, claramente, o padrao de 
bandas nos cromossomos. Cada banda 
tern cerca de 0,25 |xm de espessura, 
aproximando-se do limite de difragao do 
microscopio optico. (Cortesia do John Se- 
dat Laboratory.) 


ga de agentes quimicos apropriados, produz fosfato inorganico, que, por sua vez, leva a 
formagao localizada de um precipitado colorido. Isso revela a localizagao do anticorpo 
secundario e, assim, a localizagao do complexo antigeno-anticorpo. Como cada molecu- 
la de enzima atua cataliticamente para gerar milhares de moleculas do produto, mesmo 
quantidades mfirnas de antigeno podem ser detectadas. Embora a amplificagao da enzi¬ 
ma torne os metodos ligados a enzima sensiveis, a difusao do precipitado colorido para 
longe da enzima limita a resolugao espacial desse metodo para microscopia, e marcado- 
res fluorescentes normalmente sao utilizados para uma localizagao optica mais sensivel 
e precisa. 

E possivel obter imagens de objetos tridimensionais complexos 
com o microscopio optico 

Para a microscopia optica comum, como visto, um tecido deve ser processado em cortes 
finos para ser examinado; quanto mais finos os cortes, mais nitida e a imagem. Ja que a 
informagao sobre a terceira dimensao e perdida na secgao, como entao e possivel ob¬ 
ter uma imagem da arquitetura tridimensional de uma celula ou de um tecido e como 
podemos visualizar a estrutura microscopica de uma amostra que, por uma razao ou 
outra, nao pode ser primeiro cortada em secgoes? Embora um microscopio optico seja 
focalizado em um piano focal especifico em uma amostra tridimensional, todas as outras 
partes da amostra acima e abaixo do piano de foco tambem sao iluminadas, e a luz origi- 
nada a partir dessas regioes contribui para a imagem com areas "fora de foco” Isso pode 
tornar muito dificil a interpretagao da imagem com detalhes e pode levar a ocultagao da 
estrutura refinada da imagem pela luz fora de foco. 

Duas abordagens distintas, mas complementares, foram desenvolvidas para solu- 
cionar esse problema: uma e computacional, a outra e optica. Esses metodos de visuali- 
zagao na microscopia tridimensional tornam possivel focalizar um piano escolhido em 
uma amostra espessa enquanto se rejeita a luz que vem de regioes fora de foco acima e 
abaixo daquele piano. Dessa forma, e vista uma secgao optica delgada nitida. A partir de 
uma serie de tais secgoes opticas obtidas de diferentes profundidades e armazenadas 
no computador, pode-se reconstruir uma imagem tridimensional. Os metodos fazem, 
para os microscopistas, o que a tomografia computadorizada (TC) faz (por instrumentos 
diferentes) para os radiologistas que investigam o corpo humano: ambos os aparelhos 
fornecem vistas seccionais detalhadas do interior de uma estrutura intacta. 

A abordagem computacional frequentemente e chamada de deconvolugao da 
imagem . Para entender como funciona, lembre que a natureza da onda de luz signifi- 
ca que o sistema de lentes do microscopio produz um pequeno disco borrado como a 
imagem de uma fonte pontual de luz (ver Figura 9-5), com um borrao aumentado se a 
fonte pontual estiver acima ou abaixo do piano de foco. Essa imagem borrada de uma 
fonte pontual e chamada de fungao de espalhamento de um ponto (ver Figura 9-36). 
Pode-se imaginar uma imagem de um objeto complexo como sendo construida pela 
substituigao de cada ponto da amostra por um disco borrado correspondente, resul- 
tando em uma imagem borrada por inteiro. Para a deconvolugao, primeiro obtemos 
uma serie de imagens (borradas), em geral com uma camera CCD refrigerada ou, mais 
recentemente, com uma camera CMOS, focalizando o microscopio em uma serie de 
pianos focais por vez - na realidade, uma imagem tridimensional (borrada). O proces- 
samento digital de uma serie de imagens digitais entao remove o maximo de borroes 
possiveis. Em essentia, o programa de computador utiliza a fungao de espalhamento de 
um ponto fonte de luz daquele microscopio para determinar qual o efeito que o borrao 
teria sobre a imagem e entao aplica uma deconvolugao equivalente, tornando a imagem 
tridimensional borrada em uma serie de secgoes opticas limpas, embora ainda restritas 
pelo limite da difragao. Na Figura 9-18 ha um exemplo. 

0 microscopio confocal produz secgoes opticas excluindo a luz 
fora de foco 

O microscopio confocal alcanga um resultado similar aquele da deconvolugao, mas o 
faz pela manipulagao da luz antes de ela ser medida; e uma tecnica analogica, em vez de 
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A amostra fluorescente 
e iluminada com um ponto 
focalizado de luz a partir 
de um orificio 


A luz fluorescente 
emitida a partir do 
ponto de foco e 
focalizada no orificio 
e atinge o detector 


A luz emitida a partir de 
um ponto fora de foco esta 
fora de foco no orificio e 
esta excluida do detector 


Figura 9-19 Microscopio confocal 
de fluorescencia. (A) Este diagrama 
simplificado mostra que o arranjo basico 
dos componentes opticos e similar ao 
microscopio-padrao de fluorescencia, mos- 
trado na Figura 9-12, exceto pelo fato de 
que um laser e utilizado para iluminar um 
pequeno orificio onde a imagem e focada 
em um unico ponto na amostra tridimen¬ 
sional (3D). (B) A fluorescencia emitida 
a partir deste ponto focal na amostra e 
focalizada em um segundo orificio (confo¬ 
cal). (C) A luz emitida de todo o resto da 
amostra nao e focalizada aqui e, portanto, 
nao contribui para a imagem final. Pela 
varredura do feixe de luz sobre a amostra, 
e gerada uma imagem bidimensional mui- 
to nitida, do piano exato de foco, que nao 
e degradada significativamente pela luz de 
outras regioes da amostra. 


digital. Os detalhes opticos do microscopio confocal sao complexos, mas a ideia basica 
e simples, como ilustrado na Figura 9-19, e os resultados sao superiores aqueles obtidos 
por microscopia optica convencional (Figura 9-20A e B). 

O microscopio confocal costuma ser utilizado com optica de fluorescencia (ver Fi¬ 
gura 9-12), mas, em vez de iluminar toda a amostra de uma vez, da maneira habitual, o 
sistema optico focaliza a qualquer instante um ponto de luz sobre um unico ponto da 
amostra, a uma profundidade especifica. E necessaria uma fonte de iluminagao localiza- 
da, que normalmente e fornecida por um laser, cuja luz e passada atraves de um orificio. 
A fluorescencia emitida a partir do material iluminado e coletada em um detector de luz 
adequado e usada para gerar uma imagem. Um orificio de abertura e colocado na frente 
do detector, em uma posigao que e confocal com o orificio iluminador - isto e, precisa- 
mente onde os raios emitidos a partir do ponto iluminado na amostra atingem um foco. 
Assim, a luz desse ponto na amostra converge na abertura e entra no detector. 

Em contrapartida, a luz das regioes fora do piano de foco do ponto de luz tambem 
esta fora de foco no orificio de abertura e, dessa maneira, e excluida do detector (ver Fi¬ 
gura 9-19). Para construir uma imagem bidimensional, dados de cada ponto no piano de 
foco sao coletados sequencialmente pela varredura no campo da esquerda para a direita 
em um padrao regular de pixels e apresentados em uma tela de computador. Embora nao 
seja mostrado na Figura 9-19, a varredura costuma ser realizada desviando-se o raio com 
um espelho oscilador colocado entre o espelho dicroico e as lentes objetivas, de modo 
que o ponto de iluminagao e o orificio confocal no detector permanegam rigorosamente 
ajustados. Variagoes instrumentais agora permitem a coleta rapida de dados em veloci- 
dade de video. 





10 |xm 


J (C) 


2 |xm 


Figura 9-20 A microscopia confocal de 
fluorescencia produz secedes opticas 
claras e conjuntos de dados tridimen- 
sionais. As duas primeiras micrografias 
sao do mesmo embriao intacto de Dro¬ 
sophila, no estagio de gastrula, que foi 
corado com uma sonda fluorescente para 
filamentos de actina. (A) A imagem con¬ 
vencional nao processada e borrada pela 
presenga de estruturas fluorescentes acima 
e abaixo do piano de foco. (B) Na imagem 
confocal, essa informagao fora de foco 
e removida, resultando em uma secgao 
optica nitida das celulas no embriao. 

(C) A reconstrugao tridimensional de um 
objeto pode ser montada a partir de uma 
serie de tais secgoes opticas. Neste caso, a 
estrutura complexa ramificada do compar- 
timento mitocondrial em uma unica celula 
de levedura viva esta mostrada. (A e B, 
cortesia de Richard Warn e Peter Shaw; 

C, cortesia de Stefan Hell.) 
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Figura 9-21 Obtengao de imagem por multifotons. A luz infravermelha a laser causa menos danos as celu¬ 
las vivas do que a luz visfvel e pode penetrar mais profundamente, permitindo aos microscopistas obterem ima- 
gens mais detalhadas dos tecidos vivos. 0 efeito de dois fotons, em que um fluorocromo pode ser excitado por 
dois fotons infravermelhos coincidentes em vez de um unico foton de alta energia, permite-nos obter imagens a 
0,5 mm de profundidade do cortex de um cerebro de camundongo vivo. Um corante, cuja fluorescencia muda 
com a concentragao de calcio, revela sinapses ativas ( amarelo ) nas espinhas dendriticas ( vermelho ) que mudam 
em fungao do tempo; neste caso, ha uma diferenga de um dia entre cada imagem. (Cortesia de Thomas Oertner 
e Karel Svoboda.) 


O microscopic) confocal tem sido utilizado para resolver a estrutura de inumeros 
objetos tridimensionais complexos (Figura 9-20C), incluindo as redes de fibras citoes- 
queleticas no citoplasma e os arranjos de cromossomos e de genes no nucleo. 

Os meritos relativos dos metodos de deconvolugao e da microscopia confocal para a 
microscopia optica tridimensional dependem da amostra da qual esta sendo obtida a ima¬ 
gem. Os microscopios confocais tendem a ser melhores para amostras mais espessas com 
niveis altos de luz fora de foco. Eles tambem costumam ser mais faceis de usar do que os sis- 
temas de deconvolugao, e as secgoes opticas finais podem ser vistas rapidamente. Por outro 
lado, as cameras CCD resfriadas ou CMOS, utilizadas para sistemas de deconvolugao, sao 
extremamente eficientes em coletar pequenas quantidades de luz, podendo ser usadas para 
gerar imagens tridimensionais detalhadas de amostras que sao coradas muito fracamente 
ou que sao muito faceis de danificar pela luz brilhante usada na microscopia confocal. 

Entretanto, ambos os metodos tem outra desvantagem: nenhum deles e bom para 
lidar com amostras muito espessas. Os metodos de deconvolugao tornam-se rapidamen¬ 
te ineficazes a uma profundidade de cerca de 40 jim em uma amostra, ao passo que os 
microscopios confocais podem obter imagens somente ate uma profundidade de cerca 
de 150 Jim. Microscopios especiais podem agora obter vantagem da maneira pela qual as 
moleculas fluorescentes sao excitadas a fim de obterem maiores detalhes em uma amos¬ 
tra. As moleculas fluorescentes normalmente sao excitadas por um unico foton de alta 
energia, de comprimento de onda mais curto do que o da luz emitida, mas podem, alem 
disso, ser excitadas pela absorgao de dois (ou mais) fotons de energia mais baixa, con- 
tanto que ambos cheguem com uma diferenga maxima de um fentossegundo entre eles. 
O uso dessa excitagao de comprimento de onda mais longo tem algumas vantagens im- 
portantes. Alem de reduzir o ruido de fundo, a luz vermelha ou proxima ao infravermelho 
pode penetrar mais profundamente na amostra. Microscopios multifotons, construidos 
para tirar vantagem desse efeito dois fotons, podem obter imagens mtidas, as vezes mes- 
mo a uma profundidade de 250 jim em uma amostra. Isso e particularmente interessante 
para estudos de celulas vivas, sobretudo na obtengao de imagens da atividade dinamica 
de sinapses e neuronios logo abaixo da superficie de cerebros vivos (Figura 9-21). 

Protefnas individuals podem ser marcadas fluorescentemente nas 
celulas e nos organismos vivos 

Ate mesmo as estruturas celulares mais estaveis devem ser formadas, dissociadas e re- 
organizadas durante o ciclo de vida celular. Outras estruturas, muitas vezes enormes na 
escala molecular, alteram-se, movem-se e se reorganizam a medida que a celula conduz 
seus processos internos e responde ao seu ambiente. Estruturas complexas e muito or- 
ganizadas de uma maquinaria molecular movem os componentes em torno da celula 
controlando o trafego para dentro e para fora do nucleo, de uma organela para outra, e 
para dentro e para fora da propria celula. 

Varias tecnicas foram desenvolvidas para visualizar os componentes especificos 
envolvidos em tal fenomeno dinamico. Muitos desses metodos usam protemas fluores¬ 
centes e requerem um acerto entre preservagao estrutural e marcagao eficiente. Todas 
as moleculas fluorescentes discutidas ate agora sao produzidas fora das celulas e entao 
introduzidas artificialmente nelas. Mas o uso de genes que codificam moleculas protei- 
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cas que sao fluorescentes de maneira inerente tambem permite a criagao de organismos 
e linhagens celulares que produzem suas proprias marcas visiveis sem a introdugao de 
moleculas estranhas. Essas exibicionistas celulares expoem seus trabalhos internos em 
cor fluorescente brilhante. 

Muito importante entre as protemas fluorescentes utilizadas por biologos celulares 
para esses propositos e a proteina verde fluorescente (GFP, green fluorescent protein), 
isolada da agua-viva Aequorea victoria. Essa proteina e codificada por um unico gene, 
que pode ser clonado e introduzido em celulas de outras especies. A proteina recem- 
-traduzida nao e fluorescente, mas dentro de mais ou menos 1 hora (menos para alguns 
alelos do gene, mais para outros), ela sofre uma modificagao pos-traducional autocata- 
lisada para gerar um fluorocromo eficiente, protegido dentro de uma proteina em forma 
de barril, que agora fluoresce quando iluminada de maneira apropriada com luz azul 
(Figura 9-22). A mutagenese sitio-direcionada extensiva realizada na sequencia genica 
original resultou em variantes miiltiplas que podem ser usadas de forma eficaz em or¬ 
ganismos desde animais e plantas ate fungos e microbios. A eficiencia de fluorescencia 
tambem foi melhorada, e variantes foram geradas com um espectro de absorgao e emis¬ 
sao alterado, do azul-verde, como a proteina azul fluorescente (BFP), ate o vermelho. 
Descobriu-se (p. ex., em corais) que outras protemas fluorescentes relacionadas tambem 
estendem sua faixa de emissao ate a regiao vermelha do espectro, como a proteina ver- 
melha fluorescente (RFP). 

Um dos usos mais simples da GFP e como molecula-reporter, uma sonda fluores¬ 
cente para monitorar a expressao genica. Um organismo transgenico pode ser obtido 
com uma sequencia codificadora para GFP colocada sob o controle transcricional do 
promotor pertencente a um gene de interesse, mostrando visivelmente o padrao de ex¬ 
pressao do gene no organismo vivo (Figura 9-23). Em outra aplicagao, um sinal de loca- 
lizagao do peptideo pode ser adicionado a GFP para direciona-la a um compartimento 
celular especifico, como o reticulo endoplasmatico ou a mitocondria, iluminando essas 
organelas de maneira que elas possam ser observadas enquanto vivas (ver Figura 12-31). 

A sequencia de DNA codificadora para GFP tambem pode ser inserida no imcio 
ou no final de um gene para outra proteina, gerando um produto quimerico que consiste 
naquele da proteina com o dominio da GFP ligado. Em varios casos, essa proteina fusio- 
nada com GFP se comporta da mesma maneira que a proteina original, revelando dire- 
tamente sua localizagao e suas atividades por meio da sua fluorescencia codificada ge- 
neticamente (Figura 9-24). Com frequencia, e possivel provar que a proteina fusionada a 
GFP e funcionalmente equivalente a proteina nao fusionada, utilizando-a, por exemplo, 
para resgatar um mutante deficiente da proteina. A marcagao com GFP e a maneira mais 
clara e mais inequivoca de mostrar a distribuigao e a dinamica de uma proteina em um 
organismo vivo (Figura 9-25 e ver Animagao 16.8). 



Figura 9-22 Proteina verde fluorescen¬ 
te (GFP). A estrutura da GFP, mostrada 
aqui esquematicamente, destaca as 
11 fitas p que formam as aduelas de um 
barril. No centra do barril esta o cromoforo 
( verde-escuro) formado apos a tradugao, 
a partir das cadeias laterais protuberantes 
de tres residuos de aminoacidos. 

(De M. Ormo et al., Science 273:1392- 
1395, 1996. Com permissao de AAAS.) 


A dinamica das protefnas pode ser acompanhada em celulas vivas 

As protemas fluorescentes estao sendo exploradas nao apenas para determinar o local 
em uma celula onde uma proteina especifica esta localizada, mas tambem para observar 
suas propriedades cineticas e se ela interage com outras moleculas. Descreveremos tres 
tecnicas nas quais as protemas fluorescentes sao utilizadas dessa maneira. 

Primeiro, as interagoes entre uma proteina e outra podem ser monitoradas pela 
transferencia de energia por ressonancia de fluorescencia, tambem chamada de 
transferencia de energia por ressonancia de Forster, ambas abreviadas FRET. Nes- 
sa tecnica, duas moleculas de interesse sao marcadas, cada uma com um fluorocromo 
diferente, escolhido de modo que o espectro de emissao de um fluorocromo, o doador, 


Figura 9-23 A proteina verde fluorescente (GFP) usada como reporter. Para este 
experimento, realizado na mosca-das-frutas, o gene para GFP foi ligado (utilizando-se 
tecnicas de DNA recombinante) a um promotor de mosca que e ativo apenas em um 
grupo especializado de neuronios. Esta imagem de um embriao de mosca vivo foi obtida 
por um microscopio de fluorescencia e mostra aproximadamente 20 neuronios, cada um 
com longas projegoes (axonios e dendritos) que se comunicam com outras celulas (nao 
fluorescentes). Esses neuronios estao localizados logo abaixo da superficie do animal 
e permitem que ele perceba o ambiente adjacente. (De W.B. Grueber et al., Curr. Biol. 
13:618-626, 2003. Com permissao de Elsevier.) 
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Figura 9-24 Proteinas marcadas com GFP. Esta celula viva de planta do tabaco esta ex- 
pressando niveis altos da proteina verde fluorescente, fusionada a uma proteina presente 
em mitocondrias, que aparecem em verde. As mitocondrias aparecem formando grupos 
ao redor dos cloroplastos, cuja autofluorescencia da clorofila os marca em vermelho. 

(Cortesia de Olivier Grandjean.) 

sobreponha-se ao espectro de absorgao do outro, o aceptor. Se as duas proteinas se li- 
gam de modo a trazer os dois fluorocromos bem proximos um do outro (menos de 5 nm 
de distancia), um fluorocromo, quando excitado, pode transferir energia a partir da luz 
absorvida diretamente (por meio de ressonancia, nao radioativamente) para o outro. 
Assim, quando o complexo e iluminado no comprimento de onda de excitagao do pri- 
meiro fluorocromo, luz e produzida no comprimento de onda de emissao do segundo. 
Esse metodo pode ser usado com duas variantes de GFP com espectros diferentes como 
fluorocromos para monitorar processos, como a interagao de moleculas de sinalizagao 
com seus receptores ou proteinas em complexos macromoleculares em sitios especificos 
dentro das celulas vivas (Figura 9-26). A FRET pode ser medida pela quantificagao da 
redugao da fluorescencia do doador na presenga do aceptor. 

Um segundo exemplo de tecnica de marcagao por fluorescencia que permite ob- 
servagoes detalhadas das proteinas dentro das celulas envolve a smtese de uma forma 
inativa da molecula fluorescente de interesse, introduzindo-a na celula e entao ativando- 
-a repentinamente em um local escolhido na celula por meio da focalizagao de um ponto 
de luz sobre o local. Esse processo e chamado de fotoativagao. Varios precursores fotos- 
sensiveis inativos desse tipo, muitas vezes chamados de moleculas encarceradas, foram 
produzidos com base em uma variedade de moleculas fluorescentes. Um microscopio 
pode ser utilizado para focar um forte pulso de luz, a partir de um laser , sobre qualquer 
regiao minuscula da celula, de modo que o pesquisador possa controlar exatamente 
onde e quando a molecula fluorescente e fotoativada. A tecnica nos permite acompa- 
nhar processos intracelulares rapidos e complexos, como as agoes de sinalizar moleculas 
ou os movimentos das proteinas citoesqueleticas. 

Quando uma marca fluorescente fotoativavel e ligada a uma proteina purificada, 
e importante que a proteina modificada permanega ativa biologicamente: a marcagao 
com corantes fluorescentes encarcerados adiciona um grupamento volumoso a superfl- 
cie de uma proteina, que pode facilmente alterar as propriedades da proteina. Um pro- 
tocolo de marcagao satisfatorio normalmente e encontrado por tentativa e erro. Uma 
vez que uma proteina marcada biologicamente ativa foi produzida, ela precisa ser in- 
troduzida na celula viva, onde seu comportamento possa ser acompanhado. A tubulina, 
marcada com fluorescema encarcerada, por exemplo, pode ser injetada em uma celula 
em divisao, onde pode ser incorporada nos microtubulos de um fuso mitotico. Quando 
uma pequena regiao do fuso e iluminada com um laser, a tubulina marcada se torna 
fluorescente, de modo que seu movimento ao longo dos microtubulos do fuso pode ser 
prontamente seguido (Figura 9-27). 

Outro desenvolvimento na fotoativagao e a descoberta de que genes que codifi- 
cam GFP e proteinas fluorescentes relacionadas podem ser modificados por engenharia 
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Figura 9-25 Dinamica da marcagao com GFP. Esta sequencia de micrografias mostra um conjunto de ima- 
gens tridimensionais de um nucleo vivo obtidas ao longo de 135 minutos. As celulas de tabaco foram estavel- 
mente transformadas com GFP fusionada a uma proteina do spliceossomo concentrada em pequenos corpos 
nucleares chamados de corpos de Cajal (ver Figura 6-46). Os corpos de Cajal fluorescentes, facilmente visfveis 
em uma celula viva com microscopia confocal, sao estruturas dinamicas que se movem dentro do nucleo. 
(Cortesia de Kurt Boudonck, Liam Dolan e Peter Shaw.) 
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genetica para produzir variantes da proteina, em geral com uma ou mais alteragoes de 
aminoacidos. Tais variantes fluorescem apenas fracamente sob condigoes normais 
de excitagao, mas podem ser induzidas a fluorescer mais fortemente ou com uma mu- 
danga de cor (p. ex., de verde para vermelho) por sua ativagao com um forte pulso de luz 
a um comprimento de onda diferente. Em principio, o microscopista pode entao seguir 
o comportamento local in vivo de qualquer proteina que possa ser expressa como uma 
fusao com uma dessas variantes de GFP. Essas protemas fluorescentes codificadas gene- 
ticamente para serem fotoativaveis permitem que o tempo de vida e o comportamento 
de qualquer proteina sejam estudados independentemente de outras protemas recem- 
-sintetizadas (Figura 9-28). 

Uma terceira maneira de explorar a GFP fusionada a uma proteina de interesse e 
conhecida como recuperagao da fluorescencia apos fotoclareamento (FRAP). Aqui 
usamos um feixe de luz forte focalizado de um laser para extinguir a fluorescencia da 
GFP em uma regiao especifica da celula. Depois disso, podemos analisar a maneira 
como as moleculas proteicas fluorescentes nao fotoclareadas que sobraram se movi- 
mentam para a area clareada em fungao do tempo. Essa tecnica normalmente e reali- 
zada com um microscopio confocal e, como na fotoativagao, pode fornecer dados quan- 
titativos valiosos sobre os parametros cineticos das protemas, como os coeficientes de 
difusao, taxas de transporte ativo ou taxas de ligagao e dissociagao de outras protemas 
(Figura 9-29). 




(C) 



Figura 9-26 Transference de energia 
por ressonancia de fluorescencia 
(FRET). Para determinar se (e quando) 
duas proteinas interagem dentro de uma 
celula, as proteinas sao inicialmente pro- 
duzidas como proteinas de fusao ligadas 
a variantes de cores diferentes da GFP. 

(A) Neste exemplo, a proteina X e ligada 
a uma proteina azul fluorescente, que e 
excitada por luz violeta (370-440 nm) e 
emite luz azul (440-480 nm); a proteina Y 
e ligada a uma GFP verde, que e excitada 
por luz azul (440-480 nm) e emite luz ver¬ 
de (510 nm). (B) Se as proteinas X e Y nao 
interagirem, a incidencia de luz violeta na 
amostra gera fluorescencia apenas a partir 
da proteina azul fluorescente. (C) Quando 
a proteina X e a proteina Y interagem, a 
transference de energia por ressonancia, 
FRET, pode ocorrer. A incidencia de luz 
violeta na amostra excita a proteina azul 
fluorescente, que transfere sua energia 
para a GFP, resultando na emissao de luz 
verde. Os fluorocromos devem estar muito 
proximos - cerca de 1 a 5 nm um do outro 
- para que a FRET ocorra. Como nem to- 
das as moleculas das proteinas X e Y estao 
ligadas todo o tempo, alguma luz azul 
ainda pode ser detectada. Mas quando 
as duas proteinas comegam a interagir, a 
emissao a partir da proteina azul fluores¬ 
cente doadora decai a medida que a emis¬ 
sao a partir da GFP aceptora aumenta. 


Figura 9-27 Determinagao do fluxo de 
microtubulos no fuso mitotico utilizan- 
do fluoresceina encarcerada ligada a tu- 
bulina. (A) Um fuso metafasico formado in 
vitro a partir de extrato de ovos de Xenopus 
incorporou tres marcadores fluorescentes: 
tubulina marcada com rodamina ( vermelho) 
para marcar todos os microtubulos, um 
corante azul, que se liga ao DNA, marcando 
os cromossomos, e tubulina marcada com 
fluoresceina encarcerada, que tambem e 
incorporada em todos os microtubulos, 
mas e invisivel, pois nao fluoresce enquanto 
nao for ativada por luz ultravioleta (UV). 

(B) Um feixe de luz UV e usado para ativar 
ou "libertar" a tubulina marcada com 
fluoresceina encarcerada, no local exato, 
principalmente do lado esquerdo da placa 
de metafase. Pelos proximos poucos minu- 
tos - depois de 1,5 minuto em (C) e depois 
de 2,5 minutos em (D) -, o sinal da tubulina 
marcada com fluoresceina libertada se 
move em diregao ao polo esquerdo do fuso, 
indicando que a tubulina esta se movendo 
continuamente em diregao ao polo mesmo 
que o fuso (visualizado pela fluorescencia 
vermelha da tubulina marcada com roda¬ 
mina) permanega innovel. (Se K.E. Sawin e 
T.J. Mitchison, J. Cell Biol. 112:941-954, 

1991. Com permissao de The Rockefeller 
University Press.) 
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Figura 9-28 Fotoativagao. Fotoativagao 
e a ativagao induzida por luz de uma mo- 
lecula inerte para um estado ativo. Neste 
experimento, ilustrado esquematicamente 
em (A), uma variante fotoativavel de GFP e 
expressa em uma celula animal em cultura. 
Antes da ativagao (tempo 0 s), pouca ou ne- 
nhuma fluorescencia de GFP e detectada na 
regiao selecionada (drculo vermelho) quan- 
do excitada por luz azul a 488 nm. Apos 
ativagao da GFP usando um pulso de UV a 
laser a 413 nm, ela rapidamente fluoresce 
na regiao selecionada (verde). 0 movimento 
de GFP, a medida que ela se difunde para 
fora dessa regiao, pode ser medido. Uma 
vez que apenas as proteinas fotoativadas 
sao fluorescentes dentro da celula, as vias 
de trafego, de modificagao e de degrada- 
gao das proteinas podem ser monitoradas. 
(B, de J. Lippincott-Schwartz e G.H. Patter¬ 
son, Science 300:87-91,2003.) 


Fotoativagao Fluorescencia na 




Indicadores emissores de luz podem medir alteragoes rapidas nas 
concentragoes intracelulares de ions 


Figura 9-29 Recuperagao da fluo¬ 
rescencia apos fotoclareamento 
(FRAP). Um pulso forte de luz laser focali- 
zado ira extinguir, ou clarear, a fluorescen¬ 
cia da GFP. Pelo fotoclareamento seletivo 
de um grupo de moleculas proteicas mar- 
cadas fluorescentemente dentro de uma 
regiao definida da celula, o microscopista 
pode monitorar a recuperagao com o 
tempo, a medida que as moleculas fluo¬ 
rescentes restantes se movem para dentro 
da regiao clareada (ver Animagao 10.6). 
(A) O experimento mostrado utiliza celulas 
de macaco em cultura que expressam 
galactosil transferase, uma enzima que se 
recicla constantemente entre o aparelho 
de Golgi e o reticulo endoplasmatico (RE). 
O aparelho de Golgi em uma das duas 
celulas e fotoclareado seletivamente, 
enquanto a produgao de nova proteina 
fluorescente e bloqueada pelo tratamento 
das celulas com ciclo-hexamida. A recupe¬ 
ragao, resultante de moleculas de enzima 
fluorescentes que se movem do RE para o 
Golgi, pode entao ser acompanhada por 
um periodo de tempo. (B) Diagrama es- 
quematico do experimento mostrado 
em (A). (A, de J. Lippincott-Schwartz, 
Histochem. Cell Biol. 116:97-107, 2001. 
Com permissao de Springer-Verlag.) 


Uma forma de estudar a quimica de uma unica celula viva e inserir a ponta de vidro de 
um microeletrodo sensivel a ions diretamente no interior da celula atraves da mem- 
brana plasmatica. Essa tecnica e utilizada para medir as concentragoes intracelulares 
de ions inorganicos comuns, como H + ; Na + ; K + , CTe Ca 2+ . Entretanto, os microeletrodos 
sensiveis a ions revelam a concentragao de ions apenas em um ponto na celula, e, para 
um ion presente em concentragoes muito baixas, como o Ca 2+ , suas respostas sao lentas 
e, as vezes, irregulares. Portanto, esses microeletrodos nao sao adequados para registrar 
as mudangas rapidas e transitorias na concentragao do Ca 2+ citosolico que tern um papel 
importante em permitir que as celulas respondam a sinais extracelulares. Tais alteragoes 
podem ser analisadas com o uso de indicadores sensiveis a ions, dos quais a emissao 
de luz reflete a concentragao local do ion. Alguns desses indicadores sao luminescentes 
(emitem luz espontaneamente), enquanto outros sao fluorescentes (emitem luz quando 
expostos a luz). 

A aequorina e uma proteina luminescente isolada da mesma agua-viva marinha 
que produz GFP. Ela emite luz na presenga de Ca 2+ e responde a alteragoes na concen¬ 
tragao de Ca 2+ na faixa de 0,5 a 10 piM. Quando microinjetada em um ovo, por exemplo, 
a aequorina emite luz em resposta a uma liberagao localizada repentina de Ca 2+ livre no 
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Figura 9-30 Aequorina, uma protema luminescente. A proteina luminescente ae- 
quorina emite luz azul na presenga de Ca 2+ livre. Aqui, um ovulo do peixe Medaka foi 
injetado com aequorina, que se difundiu atraves do citosol, e foi, entao, fertilizado com 
um espermatozoide e examinado com a ajuda de uma camara muito sensivel. As quatro 
fotografias foram tiradas pelo lado de entrada do espermatozoide, a intervals de 10 se- 
gundos, e revelam uma onda de liberagao de Ca 2+ para o citosol a partir de reservatorios 
internos localizados logo abaixo da membrana plasmatica. Essa onda se move pelo ovulo, 
comegando a partir do ponto de entrada do espermatozoide, como indicado nos diagra- 
mas a esquerda. (Fotografias reproduzidas de J.C. Gilkey, L.F. Jaffe, E.B. Ridgway e G.T. 
Reynolds, J. Cell Biol. 76:448-466, 1978. Com permissao de The Rockefeller University 
Press.) 


citoplasma que ocorre quando o ovo e fertilizado (Figura 9-30). A aequorina tambem foi 
expressa transgenicamente em plantas e outros organismos para possibilitar um metodo 
de monitorar Ca 2+ em todas suas celulas, sem a necessidade da microinjegao, o que pode 
ser um procedimento diftcil. 

As moleculas bioluminescentes, como a aequorina, emitem mfimas quantidades 
de luz - no maximo, uns poucos fotons por molecula indicadora - dificeis de medir. In- 
dicadores fluorescentes produzem ordens de magnitude a mais de fotons por molecula; 
dessa maneira, sao mais faceis de medir e podem fornecer uma resolugao espacial me- 
lhor. Indicadores fluorescentes de Ca 2+ codificados geneticamente foram sintetizados. 
Eles ligam Ca 2+ com maior afinidade e sao excitados ou emitem luz em comprimen- 
tos de onda levemente diferentes quando estao livres de Ca 2+ do que quando estao na 
forma ligada ao Ca 2+ . Medindo a proporgao na intensidade da fluorescencia em dois 
comprimentos de onda de excitagao ou de emissao, podemos determinar a proporgao 
entre a concentragao do indicador ligado a Ca 2+ e do indicador livre de Ca 2+ , proporcio- 
nando, desse modo, uma medida acurada da concentragao de Ca 2+ livre (ver Animagao 
15.4). Indicadores desse tipo sao bastante utilizados para o monitoramento segundo a 
segundo das alteragoes na concentragao de Ca 2+ intracelular, ou outras concentragoes 
de ions, nas diferentes partes de uma celula observada ao microscopio de fluorescencia 
(Figura 9-31). 

Os indicadores fluorescentes similares medem outros ions; alguns detectam H + , 
por exemplo, e, assim, o pH intracelular. Alguns desses indicadores podem entrar nas 
celulas por difusao, portanto nao precisam ser microinjetados; isso possibilita monito¬ 
rar grandes numeros de celulas individuais de forma simultanea em um microscopio 
de fluorescencia. Novos tipos de indicadores, empregados em conjunto com metodos 
modernos de processamento de imagem, tornam possiveis metodos similarmente ra- 
pidos e precisos para analisar mudangas na concentragao de varios tipos de pequenas 
moleculas nas celulas. 
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Moleculas individuais podem ser visualizadas com a microscopia 
de fluorescencia de reflexao total interna 

Em microscopios comuns, moleculas fluorescentes individuais como as proteinas 
marcadas nao podem ser detectadas de forma segura. A limitagao nao tern nada a ver 
com o limite da resolugao, mas surge a partir do piano de fundo forte devido a luz emi- 
tida ou espalhada pelas moleculas fora de foco. Isso tende a apagar a fluorescencia a 
partir de uma determinada molecula de interesse. Esse problema pode ser soluciona- 


Figura 9-31 Visualizagao de concentragoes de Ca 2+ intracelular utilizando um 
indicador fluorescente. A arvore ramificada de dendritos de uma celula de Purkinje no 
cerebelo recebe mais de 100 mil sinapses a partir de outros neuronios. 0 estimulo, a partir 
da celula, e convergido ao longo de um unico axonio, visto deixando o corpo da celula na 
parte inferior desta fotografia. Esta imagem da concentragao de Ca 2+ intracelular em uma 
unica celula de Purkinje (do cerebro de uma cobaia) foi obtida com o uso de uma camera 
com pouca luz e o indicador fluorescente sensivel a Ca 2+ , fura-2. A concentragao de Ca 2+ 
livre esta representada por diferentes cores, vermelho para a mais alta e azul para a mais 
baixa. Os niveis mais altos de Ca 2+ estao presentes em milhares de ramificagoes dendriticas. 
(Cortesia de D.W. Tank, J.A. Connor, M. Sugimori e R.R. Uinas.) 
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Figura 9-32 A microscopia TIRF permite a detecgao de moleculas fluorescentes individuals. (A) A mi- 

croscopia TIRF usa luz laser excitatoria para iluminar a superficie da lamina de cobertura no angulo critico no 
qual toda a luz e refletida pela interface entre o vidro e a agua. Parte da energia eletromagnetica se estende por 
uma curta distancia atraves da interface como uma onda evanescente que excita apenas aquelas moleculas que 
estao ligadas a lamina de cobertura ou estao muito proximas da sua superficie. (B) A microscopia TIRF e aqui 
utilizada para obter imagens de moleculas de GFP-miosina individuals (pontos verdes) ligadas a filamentos de 
actina nao fluorescentes (C), que sao invisfveis, mas se aderem a superficie da lamina de cobertura. (Cortesia de 
Dmitry Cherny e Clive R. Bagshaw.) 


do pelo uso de uma tecnica optica especial chamada de microscopia de fluorescencia 
de reflexao total interna (TIRF, total internal reflectance fluorescence ). Em um micros- 
copio TIRF, a luz do laser incide sobre a superficie da cobertura de vidro no angulo 
critico preciso no qual a reflexao interna total ocorre (Figura 9-32A). Por causa da re¬ 
flexao interna total, a luz nao penetra na amostra, e, por isso, a maioria das moleculas 
fluorescentes nao e iluminada. Entretanto, a energia eletromagnetica nao se estende, 
como um campo de evanescencia, por uma distancia muito curta alem da superficie 
da cobertura de vidro e para dentro da amostra, permitindo que apenas aquelas mole¬ 
culas na camada mais proxima a superficie tornem-se excitadas. Quando essas mole¬ 
culas fluorescem, sua luz emitida nao esta mais competindo com a luz fora de foco das 
moleculas que estao acima, podendo, entao, ser detectadas. A TIRF permitiu alguns 
experimentos impressionantes, como a imagem de protemas motoras individuals se 
movendo ao longo dos microtubulos ou filamentos unicos de actina se formando e se 
ramificando. Atualmente, a tecnica e restrita a uma fina camada de apenas 100 a 200 
nm da superficie celular (Figura 9-32B e C). 

Moleculas individuais podem ser tocadas, visualizadas e movidas 
utilizando a microscopia de forga atomica 

Embora a TIRF permita que moleculas individuais sejam visualizadas em certas con- 
digoes, esse e apenas um metodo estritamente passivo. Com o objetivo de investigar 
a fungao molecular, e util ser capaz de manipular as proprias moleculas individuais, 
e a microscopia deforga atomica ( AFM , atomic force microscopy ) fornece um meto¬ 
do para fazer exatamente isso. Em um aparelho AFM, uma ponteira muito pequena e 
bastante pontiaguda, em geral de silicio ou nitreto de silfcio, e feita usando-se meto- 
dos de nanofabricagao similares aqueles utilizados na industria de semicondutores. 
A extremidade da sonda AFM esta presa a um brago cantilever flexivel montado sobre 
um sistema muito preciso de posicionamento que permite que ele seja movido sobre 
distancias muito pequenas. Alem dessa capacidade de movimento preciso, o equipa- 
mento para AFM e capaz de coletar informagoes sobre uma variedade de forgas que 
ele encontra - incluindo forgas eletrostaticas, de van der Waals e mecanicas - e que sao 
percebidas por sua sonda a medida que ela se move proximo a superficie ou a toca 
(Figura 9-33A). Quando a AFM foi desenvolvida, a intengao era uma tecnologia de 
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Figura 9-33 Moleculas individuals podem ser visualizadas e manipuladas por microscopia de forga atomica. (A) Diagrama esquematico 
dos componentes-chave de um microscopic) de forga atomica (AFM), mostrando a sonda sensor, ligada a uma extremidade de uma molecula proteica 
individual, como no experimento descrito em (D). (B) e (C) Um AFM no modo de imagem criou estas imagens de uma molecula de DNA heteroduplex 
individual com um dimero da proteina MutS (regides brancas maiores) ligada proximo ao centra, no local do par de base inserido incorretamente. 
MutS e a primeira proteina que se liga a DNA quando o processo de reparo do par errado e iniciado (ver Figura 5-19). Os pontos brancos menores 
sao moleculas individuals de estreptavidina, utilizadas para marcar as duas extremidades de cada molecula. (D) Titina e uma grande molecula proteica 
que supre o musculo com sua elasticidade passiva (ver Figura 16-34). A extensibilidade dessa proteina pode ser testada diretamente usando-se uma 
proteina curta produzida artificialmente que contem oito dominios de imunoglobulinas (Ig) repetidos de uma regiao da proteina titina. Neste expe¬ 
rimento, a ponta da AFM e usada para pingar e esticar progressivamente uma unica molecula ate que ela por fim se rompa. Quando uma forga e 
aplicada, cada domfnio Ig repentinamente comega a se desnaturar, e a forga necessaria em cada caso (cerca de 200 pN) pode ser obtida. A regiao da 
curva de forga-extensao mostrada em verde capta o evento de desenovelamento sequencial para cada um dos oito dominios da proteina. (B e C, de 
Y. Jiang e P.E. Marszalek, EMBOJ. 30:2881-2893, 2011. Reimpresso com permissao de John Wiley & Sons; D, adaptado de W.A. Linke et al., J. Struct 
Biol. 137:194-205, 2002. Com permissao de Elsevier.) 


imagem para medir caracteristicas de escala molecular em uma superficie. Quando 
utilizada para isso, a sonda e varrida sobre a superficie, movendo-se para cima e para 
baixo o quanto for necessario para manter uma forga de interagao constante com a su¬ 
perficie, revelando, assim,quaisquer objetos, como proteinas ou outras moleculas que 
possam estar presentes na superficie, que seria, de outra forma, plana (Figura 9-33B 
e C). No entanto, a AFM nao se restringe a simplesmente obter imagens da superficie; 
ela tambem pode ser usada para captar e mover moleculas individuais que se ligam 
a sonda com alta afinidade. Usando-se essa tecnologia, as propriedades mecanicas 
de moleculas proteicas individuais podem ser medidas com detalhes. Por exemplo, a 
AFM tern sido usada para desnaturar uma molecula proteica individual com o objetivo 
de medir a energia do enovelamento do dominio (Figura 9-33D). 

Tecnicas de fluorescencia de super-resolugao podem ultrapassar a 
resolugao limitada por difragao 

As variagoes na microscopia optica que descrevemos ate agora estao todas condicio- 
nadas aos limites da resolugao da difragao classica descrita antes; isto e, para cerca de 
200 nm (ver Figura 9-6). Ainda, varias estruturas celulares - desde os poros nucleares ate 
os nucleossomos e fossas cobertas por clatrina - sao muito menores do que esse limite e, 
portanto, nao podem ser visualizadas pela microscopia optica convencional. Entretanto, 
algumas abordagens hoje dispomveis ultrapassam o limite imposto pela difragao da luz 
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Figura 9-34 Microscopia de iluminagao 
estruturada. 0 principio ilustrado aqui 
e iluminar uma amostra com luz padro- 
nizada e medir o padrao moire. Em (A) 
esta mostrado o padrao de uma estrutura 
desconhecida e, em (B), urn padrao co- 
nhecido. (C) Quando eles sao combinados, 
o padrao moire resultante contem mais 
informagao do que e observado em (A), 
o padrao original. Se o padrao conhecido 
(B) tern frequences espaciais mais altas, 
entao o resultado serao resolugoes melho- 
res. Entretanto, como os padroes espaciais 
que podem ser criados opticamente 
tambem sao limitados por difragao, a SIM 
apenas pode melhorar a resolugao em urn 
fator de cerca de dois. (De B.O. Leung e 
K.C. Chou, App/. Spectrosc. 65:967-980, 
2011 .) 



e sucessivamente permitem que objetos menores que 20 nm tenham sua imagem captu- 
rada e resolvida com clareza: uma melhoria incrivel na ordem de magnitude. 

A primeira dessas abordagens de super-resolugao, a microscopia de iluminagao 
estruturada (SIM, structured illumination microscopy), e um metodo de captagao de 
imagem por fluorescencia com uma resolugao de cerca de 100 nm, ou o dobro da reso¬ 
lugao da microscopia convencional de campo claro e confocal. A SIM supera o limite de 
difragao usando um padrao estruturado de luz para iluminar a amostra. O ajuste fisico 
do microscopio e sua operagao sao bastante complexos, mas o principio geral pode ser 
considerado semelhante a criagao de um padrao moire, um padrao de interference cria- 
do pela sobreposigao de duas grades com diferentes angulos ou tamanhos de tramas 
(Figura 9-34). Em um modo similar de criar um padrao moire, a grade de iluminagao e 
as caracteristicas da amostra combinam em um padrao de interference, a partir do qual 
as contribuigoes originais de alta resolugao para a imagem de caracteristicas alem do 
limite de resolugao classico podem ser calculadas. A iluminagao por uma grade significa 
que as partes da amostra na parte escura das faixas da grade nao sao iluminadas e, por 
isso, nao geram imagens, de modo que a captagao da imagem e repetida varias vezes 
(normalmente tres) apos mover a grade por uma fragao do espagamento da grade entre 
cada captagao de imagem. Como o efeito da interference e mais forte para os compo- 
nentes da imagem proximos das barras da grade, todo o processo e repetido com o pa¬ 
drao de grade em uma serie de diferentes angulos para obter uma melhora equivalente 
em todas as diregoes. Finalmente, a combinagao matematica computacional de todas 
essas imagens individuais cria uma imagem de super-resolugao otimizada. A SIM e ver- 
satil pois pode ser utilizada com qualquer corante fluorescente ou protema, e a combi¬ 
nagao das imagens SIM em pianos focais consecutivos pode criar conjuntos de dados 
tridimensionais (Figura 9-35). 



(A) (B) (C) I- 

2 fxm 


Figura 9-35 A microscopia de iluminagao estruturada pode ser utilizada para criar dados tridimensionais. Estas projegoes tridimensionais dos cro- 
mossomos meioticos em paquiteno em uma celula do milho mostram os elementos laterais pareados dos complexos sinaptonemicos. (A) 0 conjunto de cro- 
mossomos foi corado com um anticorpo fluorescente contra coesina e e visto aqui por microscopia de fluorescencia convencional. Como a distancia entre os 
dois elementos laterais e cerca de 200 nm, o limite de difragao, os dois elementos laterais que compoem cada complexo nao sao resolvidos. (B) Na imagem SIM 
tridimensional, a resolugao melhorada permite que cada elemento lateral, cerca de 100 nm, seja resolvido de forma clara, e os dois cromossomos podem ser vi- 
sualizados de modo claro se enrolando um no outro. (C) Como o conjunto completo de dados tridimensionais para todo o nucleo esta disponivel, a trajetoria de 
cada par individual de cromossomos pode ser tragada e artificialmente marcada com uma cor diferente. (Cortesia de C.J. Rachel Wang, Peter Carlton e Zacheus 
Cande.) 
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Para conseguir superar o limite da difragao, as duas outras tecnicas de super-re- 
solugao exploram aspectos da fungao de espalhamento de um ponto, uma propriedade 
do sistema optico mencionado antes. A fungao de espalhamento de um ponto e a distri¬ 
buigao da intensidade da luz dentro da imagem tridimensional borrada que e formada 
quando um unico ponto de fonte de luz e focado com uma lente. Em vez de ser identica 
a fonte de luz, a imagem tern uma distribuigao de intensidade que e descrita aproxima- 
damente por uma distribuigao de Gauss, que por sua vez determina a resolugao do sis¬ 
tema de lentes (Figura 9-36). Dois pontos que estao mais proximos do que a largura na 
metade da altura maxima desta distribuigao serao dificeis de serem resolvidos, pois suas 
imagens se sobrepoem muito (ver Figura 9-36C). 

Na microscopia de fluorescencia, a luz de excitagao e focada em um ponto da 
amostra pela lente objetiva, que entao captura os fotons emitidos por qualquer mo- 
lecula fluorescente que o feixe originou a partir de um estado basal para um estado 
excitado. Como o ponto de excitagao esta disperso de acordo com a fungao de espa¬ 
lhamento de um ponto, as moleculas fluorescentes que estao mais proximas do que 
cerca de 200 nm terao sua imagem como um unico ponto borrado. Uma abordagem 
para aumentar a resolugao e trocar todas as moleculas fluorescentes na periferia do 
ponto de excitagao disperso de volta para seu estado basal, ou para um estado onde 
eles nao fluorescem mais de maneira normal, deixando apenas aqueles mais centrais 
para serem registrados. Isso pode ser feito na pratica por meio da adigao de um segun- 
do feixe de laser muito brilhante que envolve o feixe de excitagao. O comprimento de 
onda e a intensidade desse segundo feixe sao ajustados para que as moleculas fluores¬ 
centes sejam desligadas em toda parte exceto na regiao central da fungao de espalha¬ 
mento de um ponto, uma regiao que pode ser tao pequena como 20 nm de diametro 
(Figura 9-37). As sondas fluorescentes utilizadas devem estar em uma classe especial 
que e fotocomutavel: sua emissao pode ser ligada ou desligada reversivelmente com 
luzes de diferentes comprimentos de onda. Como a amostra e varrida com esse arranjo 
de laser, moleculas fluorescentes sao ligadas e desligadas, e a pequena fungao de espa¬ 
lhamento de um ponto em cada localizagao e registrada. O limite de difragao e rompi- 
do, pois a tecnica assegura que moleculas similares, porem muito proximas, estao em 
um dos dois estados diferentes, o fluorescente ou o escuro. Tal abordagem e chamada 
de microscopia de deplegao de emissao estimulada ( STED , stimulated emission deple¬ 
tion microscopy), e varios microscopios usando versoes do metodo geral estao agora 
sendo bastante empregados. Resolugoes de 20 nm foram obtidas em amostras biologi- 
cas, e resolugoes ainda maiores foram conseguidas com amostras nao biologicas (ver 
Figura 9-37). 


Figura 9-36 A fungao de espalhamen¬ 
to de um ponto de uma lente deter¬ 
mina a resolugao. (A) Quando um ponto 
fonte de luz e focado por um sistema de 
lentes, os efeitos da difragao significam 
que, em vez de se obter uma imagem de 
um ponto, a luz e espalhada em todas as 
dimensoes. (B) No piano da imagem, a dis¬ 
tribuigao da luz aproxima-se a distribuigao 
de Gauss, cuja largura na metade do maxi- 
mo da altura sob condigoes ideais e cerca 
de 200 nm. (C) Dois pontos fonte que 
estao separados por cerca de 200 nm ain¬ 
da podem ser distinguidos como objetos 
separados na imagem, mas, se estiverem 
um pouco mais proximos do que isso, suas 
imagens irao se sobrepor e nao poderao 
ser resolvidas. 


A super-resolugao tambem pode ser obtida usando metodos de 
localizagao de moleculas individuals 

Se obtivermos a imagem de uma molecula fluorescente individual, a imagem aparecera 
como um disco circular borrado, mas se fotons suficientes contribuirem para tal ima¬ 
gem, o centro matematico preciso da imagem similar a um disco podera ser determina- 
do com bastante acuidade, muitas vezes em poucos nanometros. Mas o problema com 
uma amostra que content um grande numero de moleculas fluorescentes adjacentes, 








552 PARTE III Formas de trabalhar com celulas 


Ponto de fluorescencia 

Ponto de excitagao Feixe STED efetivo 



200 nm 


Figura 9-37 A microscopia de super-resolugao pode ser obtida pela redugao do tamanho 
da fungao de espalhamento de um ponto. (A) 0 tamanho normal de urn feixe focado de luz 
excitatoria. (B) Um feixe de /aser extremamente forte, sobreposto em um comprimento de onda 
diferente e no formato de um cilindro oco, esgota a fluorescencia emitida em qualquer local na 
amostra com excegao do centra do feixe, reduzindo a largura efetiva da fungao de espalhamento 
de um ponto. (C). Quando a amostra e varrida, essa pequena fungao de espalhamento de um pon¬ 
to pode entao montar uma imagem nftida em um processo chamado de microscopia de deplegao 
de emissao estimulada (STED). (D) Vesfculas sinapticas nos neuronios em cultura, marcadas fluo- 
rescentemente e captadas em imagens por microscopia confocal ordinaria, com uma resolugao de 
260 nm. (E) Imagens das mesmas vesfculas obtidas por STED, com uma resolugao de 60 nm, que 
permite que vesfculas individuals sejam resolvidas. (F) Imagem de fabricas de replicagao, marcadas 
fluorescentemente no nucleo de uma celula em cultura, obtidas por microscopia confocal. (G) As 
mesmas fabricas de replicagao com imagens obtidas por STED. Sftios de replicagao unicos discretos 
podem ser resolvidos por STED que nao pode ser observado na imagem confocal. (A, B e C, de G. 
Donnert et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 103:11440-11445, 2006. Com permissao de National 
Academy of Sciences; D e E, de V. Westphal et al.. Science 320:246-249, 2008. Com permissao de 
A A AS; F e G, de Z. Cseresnyes, U. Schwarz e C.M. Green, BMC Cell Biol. 10:88, 2009.) 
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como vimos antes, e que elas contribuem para a imagem difusa, sobrepondo as fungoes 
de espalhamento de um ponto para a imagem, tornando impossivel resolver a posigao 
exata de qualquer molecula. Outra maneira de contornar tal limitagao e fazer apenas 
poucas moleculas claramente separadas emitirem fluorescencia ativamente em qual¬ 
quer momento. A posigao exata destas pode entao ser computada, antes que conjuntos 
subsequentes de moleculas sejam examinados. 

Na pratica, isso pode ser obtido utilizando lasers para estimular sequencialmente 
um subgrupo de moleculas fluorescentes esparsas em uma amostra contendo marca- 
dores fluorescentes fotoativaveis ou fotocomutaveis. Os marcadores sao ativados, por 
exemplo, por iluminagao com luz proxima ao ultravioleta, que modifica um pequeno 
subconjunto de moleculas de modo que emitam fluorescencia quando expostos a um 
feixe excitatorio em outro comprimento de onda. Imagens sao captadas antes que a 
degradagao extinga sua fluorescencia e um novo subconjunto seja ativado. Cada mo¬ 
lecula emite alguns milhares de fotons em resposta a extingao antes de apagar, e o pro¬ 
cesso de estimulo pode ser repetido centenas ou ate milhares de vezes, permitindo a 
determinagao das coordenadas exatas de um grande conjunto de moleculas individuais. 
O conjunto inteiro pode ser combinado e apresentado digitalmente como uma imagem 
na qual a localizagao calculada de cada molecula individual e marcada com exatidao 
(Figura 9-38). Essa classe de metodos tern sido chamada variavelmente de microscopia 
de localizagao fotoativada (PALM, photo activated localization microscopy) ou microsco¬ 
pia de reconstrugao optica estocastica (STORM, stochastic optical reconstruction micros- 
copy). 

Pela comuta dos fluoroforos de apagados para ligados sequencialmente em dife- 
rentes regioes da amostra em fungao do tempo, todos os metodos de super-resolugao 
de imagem descritos aqui permitem a resolugao de moleculas que estao muito mais 
prdximas umas das outras do que o limite de difragao de 200 nm. Em STED, a localiza¬ 
gao das moleculas e determinada utilizando metodos opticos para definir exatamente 
onde sua fluorescencia estara ativa ou nao. Em PALM e STORM, moleculas fluorescentes 
individuais sao estimuladas aleatoriamente durante um periodo de tempo, permitindo 
que suas posigoes sejam determinadas de forma acurada. As tecnicas de PALM e STORM 
dependeram do desenvolvimento de novas sondas fluorescentes que exibem o compor- 
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Figura 9-38 Moleculas fluorescentes individuals podem ser localizadas com bastante precisao. (A) A determinagao do centro matematico 
exato da imagem borrada de uma unica molecula fluorescente se torna mais acurada quanto mais fotons contribuirem para a imagem final. 

A fungao de espalhamento de urn ponto descrita no texto dita que o tamanho da imagem molecular e cerca de 200 nm, mas nas amostras muito 
brilhosas, a posigao do seu centro pode ser apontada em urn nanometro. (B) Nesta amostra imaginaria, subgrupos esparsos de moleculas fluores¬ 
centes sao estimulados brevemente e entao degradados. As posigoes exatas de todas as moleculas bem espagadas podem ser determinadas de 
modo gradual em uma imagem em super-resolugao. (C) Nesta porgao da celula, os microtubulos foram marcados fluorescentemente e sua imagem 
foi obtida por urn microscopio TIRF, acima (ver Figura 9-32) e com super-resolugao em urn microscopio PALM, abaixo. 0 diametro dos microtubulos 
no painel inferior agora parece com seu tamanho normal, cerca de 25 nm, em vez dos 250 nm na imagem borrada no topo. (A, a de A.L. McEvoy 
et al., BMC Biol. 8:106, 2010; C, cortesia de Carl Zeiss Ltd.) 


tamento de estimulagao apropriado. Todos esses metodos estao sendo estendidos para 
incorporar a captagao de imagens multicoloridas, tridimensionais (Figura 9-39) e de 
celulas vivas em tempo real. O fim do longo reinado do limite da difragao certamente 
avivou mais uma vez a microscopia optica e sua posigao na pesquisa da biologia celular. 


Resumo 


Varias tecnicas de microscopia optica estao disponiveis para observar as celulas. As celu¬ 
las que foram fixadas e coradas podem ser estudadas no microscopio optico convencio- 
nal, enquanto os anticorpos ligados a corantes fluorescentes podem ser utilizados para 

Figura 9-39 Pequenas estruturas fluorescentes podem ter suas imagens captadas 
em tres dimensoes com super-resolugao. (A) A imagem de duas fossas revestidas por 
clatrina, em contato, com 180 nm de diametro na membrana plasmatica de uma celula 
em cultura e limitada por difragao, e as fossas individuals nao podem ser distinguidas 
nesta imagem de fluorescencia convencional. (B) Entretanto, utilizando a microscopia de 
super-resolugao STORM, as fossas sao claramente observadas. Usando sondas de diferen- 
tes cores, e possivel nao apenas obter imagens dessas fossas, mas tambem informagao 
tridimensional adicional. (C) e (D) Estao mostradas duas visoes ortogonais diferentes de 
uma unica fossa revestida. A clatrina e marcada em vermelho, e a transferrina - a carga 
dentro da fossa - e marcada em verde. Imagens desse tipo podem ser adquiridas em me- 
nos de 1 segundo, tornando possfveis observagoes dinamicas em celulas vivas. Tais tecni¬ 
cas dependem muito do desenvolvimento de novas sondas fluorescentes extremamente 
brilhantes e de comutagao muito rapida. (A e B, de M. Bates et al., Science 317:1749— 
1753, 2007; C e D, de S.A. Jones et al., Nat. Methods 8:499-508, 2011. Com permissao 
de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 9-40 A resolugao do microscopio 
eletronico. Esta micrografia eletronica de 
transmissao de uma monocamada de grafeno 
resolve os atomos de carbono individuals como 
pontos brilhantes em uma trama hexagonal. 

0 grafeno e um piano atomico unico isolado 
do grafite e forma a base dos nanotubos de 
carbono. A distancia entre os atomos de car¬ 
bono adjacentes ligados e 0, 1 4 nm (1 ,4 A). Tal 
resolugao apenas pode ser obtida em um mi¬ 
croscopio eletronico de transmissao construfdo 
especialmente, no qual todas as distorgoes 
das lentes sao cuidadosamente corrigidas, e 
com amostras otimizadas; elas nao podem ser 
obtidas com a maioria das amostras biologicas 
convencionais. (De A. Dato et al., Chem. Com- 
mun. 40:6095-6097, 2009. Com permissao de 
The Royal Society of Chemistry.) 


localizar moleculas espetificas nas celulas em um microscopio defluorescencia. As celulas 
vivas podem ser vistas em microscopios de contraste defase, de contraste de interference 
diferencial, de campo escuro ou de campo claro. Todas as formas de microscopia optica 
sao facilitadas pelas tecnicas de processamento eletronico de imagem que aumentam a 
sensibilidade e aperfeigoam a imagem. Tanto a microscopia confocal como a deconvo- 
lugao de imagem fornecem secgdes opticas finas e podem ser utilizadas para reconstruir 
imagens tridimensionais. 

Atualmente existem tecnicas dispomveis para detectar, medir e monitorar quase 
qualquer molecula em uma celula viva. Os corantes indicadores fluorescentes podem ser 
introduzidos para medir as concentragoes de ions espedficos em celulas individuals ou 
em partes diferentes de uma celula. Praticamente qualquer protema de interesse pode ser 
modificada por engenharia genetica na forma de uma protema defusao fluorescente, e 
entao sua imagem pode ser captada em celulas vivas por microscopia de fluorescencia. 
O comportamento dinamico e as interagoes de varias moleculas podem ser acompanha- 
dos em celulas vivas por variagdes no uso de proteinas-alvo fluorescentes , em alguns casos 
ao nivel de moleculas individuais. Varias tecnicas de super-resolugao podem ultrapassar 
o limite de difragao e permitem a visualizagao de moleculas individuais separadas por 
distancias de apenas 20 nm. 

VISUALIZAGAO DE CELULAS E MOLECULAS AO 
MICROSCOPIO ELETRONICO 

A microscopia optica e limitada na fineza dos detalhes que ela pode revelar. Microsco¬ 
pios que utilizam outros tipos de radiagao - em particular, microscopios eletronicos - 
podem resolver estruturas muito menores do que as possiveis com luz visivel. Essa re¬ 
solugao mais alta tern um custo: a preparagao da amostra para microscopia eletronica e 
mais complexa, e e mais dificil de se ter certeza de que a imagem visualizada correspon- 
de precisamente a estrutura viva original. Entretanto, e possivel usar um congelamento 
muito rapido para preservar fielmente estruturas para microscopia eletronica. A analise 
da imagem digital pode ser empregada para reconstruir objetos tridimensionais pela 
combinagao de informagoes de varias particulas individuais ou a partir de multiplas 
imagens de um unico objeto. Juntas, essas abordagens estendem a resolugao e a area da 
microscopia eletronica ate o ponto no qual podemos obter imagens fieis das estruturas 
de macromoleculas individuais e dos complexos que elas formam. 

0 microscopio eletronico resolve os detalhes estruturais da celula 

A relagao formal entre o limite de difragao para a resolugao e o comprimento de onda 
da radiagao de iluminagao (ver Figura 9-6) se mantem verdadeira para qualquer forma 
de radiagao, independentemente de ser um feixe de luz ou um feixe de eletrons. Com 
eletrons, no entanto, o limite de resolugao e muito pequeno. O comprimento de onda 
de um eletron diminui com o aumento da sua velocidade. Em um microscopio eletro¬ 
nico com uma voltagem de aceleragao de 100.000 V, o comprimento de onda de um ele¬ 
tron e de 0,004 nm. Teoricamente, a resolugao de um microscopio desses deveria ser de 
cerca de 0,002 nm, 100 mil vezes maior do que a do microscopio optico. Entretanto, como 
as distorgoes de uma lente de eletrons sao consideravelmente mais dificeis de corrigir do 
que aquelas de vidro, o poder de resolugao pratico dos microscopios eletronicos moder- 
nos e de cerca de 0,05 nm (0,5 A) (Figura 9-40), mesmo com processamentos de imagem 
cuidadosos para corrigir as distorgoes das lentes. Isso acontece porque apenas o centro 
das lentes de eletrons pode ser utilizado e a abertura numerica efetiva e minuscula. Ade- 
mais, os problemas na preparagao de amostra, no contraste e nos danos causados pela ra¬ 
diagao em geral tern limitado a resolugao efetiva normal para materiais biologicos para 1 
nm (10 A). Contudo, esse valor e cerca de 200 vezes melhor do que a resolugao do micros¬ 
copio optico. Alem disso, o desempenho dos microscopios eletronicos foi melhorado pe¬ 
las fontes de iluminagao por eletrons, chamadas de canhoes de emissao de campo. Essas 
fontes muito brilhantes e confiaveis melhoram substancialmente a resolugao alcangada. 

No principio global, o microscopio eletronico de transmissao (TEM, transmission 
electron microscope ) e semelhante a um microscopio optico, embora seja muito maior 
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Figura 9-41 As principals caracte- 
risticas de um microscopio optico 
e de um microscopio eletronico de 
transmissao. Estas ilustragoes enfa- 
tizam as semelhangas entre eles. En- 
quanto as lentes do microscopio optico 
sao feitas de vidro, as do microscopio 
eletronico sao bobinas magneticas. 

0 microscopio eletronico exige que a 
amostra seja colocada no vacuo. 
Afotografia mostra um microscopio 
eletronico de transmissao em uso. 
(Fotografia cortesia de JEOL Ltd.) 


e "invertido” (Figura 9-41). A fonte de iluminagao e um filamento ou catodo que emite 
eletrons do topo de uma coluna cilmdrica de cerca de 2 m de altura. Como os eletrons 
sao espalhados por colisoes com moleculas de ar, o ar precisa primeiro ser bombeado 
para fora da coluna para criar vacuo. Os eletrons sao entao acelerados a partir do fila¬ 
mento, por um anodo proximo, e atravessam um pequeno orificio para formar um feixe 
de eletrons que desce pela coluna. Bobinas magneticas, colocadas em intervalos ao lon- 
go da coluna, convergem o feixe de eletrons, assim como as lentes de vidro convergem a 
luz no microscopio optico. A amostra e colocada no vacuo, por meio de uma camara de 
compressao, na trajetoria do feixe de eletrons. Como na microscopia optica, a amostra 
em geral e corada - neste caso, com material eletrodenso. Alguns dos eletrons que atra¬ 
vessam a amostra sao espalhados pelas estruturas coradas com material eletrodenso; o 
restante e focado para formar uma imagem de maneira analoga ao processo de formagao 
de uma imagem no microscopio optico. A imagem pode ser observada em uma tela fos- 
forescente ou gravada com uma camera digital de alta resolugao. Como os eletrons dis¬ 
perses sao desviados do feixe, as regioes densas da amostra sao destacadas como areas 
de fluxo reduzido de eletrons, que parecem escuras. 

Amostras biologicas exigem preparagao especial para microscopia 
eletronica 

No inicio de sua aplicagao a materiais biologicos, o microscopio eletronico revelou mui- 
tas estruturas nunca antes imaginadas nas celulas. Mas antes que tais descobertas pu- 
dessem ser feitas, os microscopistas eletronicos tiveram que desenvolver novos proces¬ 
ses para fixar, cortar e corar os tecidos. 

Como a amostra e exposta a alto vacuo no microscopio eletronico, o tecido vivo 
normalmente e morto e preservado pela fixagao - inicialmente com glutaraldeido, 
que faz as moleculas de protema formarem ligagoes covalentes cruzadas com mole¬ 
culas adjacentes, e depois com tetroxido de osmio, que se liga e estabiliza as bicama- 
das lipidicas, assim como as proteinas (Figura 9-42). Como os eletrons tern poder de 
penetragao muito baixo, os tecidos fixados em geral devem ser cortados em seegoes 
extremamente finas (25 a 100 nm de espessura, cerca de 1/200 da espessura de uma 
unica celula) antes de serem visualizados. Isso e alcangado desidratando a amostra, 
permeando-a com uma resina monomerica que polimeriza para formar um bloco soli- 
do de plastico, entao cortando o bloco com uma faca de vidro muito fino, ou diamante, 
em um microtomo especial. As seegoes finas resultantes, livres de agua e outros solven- 
tes volateis, sao colocadas em uma pequena grade de metal para serem visualizadas ao 
microscopio (Figura 9-43). 
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Figura 9-42 Dois fixadores quimicos 
comuns utilizados para microscopia 
eletronica. Os dois grupos aldeido reati- 
vos do glutaraldeido permitem a formagao 
de ligagao cruzada com varios tipos de 
moleculas, formando ligagoes covalentes 
entre elas. 0 tetroxido de osmio forma 
complexos intercruzados com varios com- 
postos organicos e fica reduzido durante o 
processo. Esta reagao e especialmente util 
para a fixagao de membranas celulares, 
uma vez que ligagoes duplas C=C presen- 
tes em varios acidos graxos reagem com o 
tetroxido de osmio. 
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Grade de cobre coberta com 
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Figura 9-43 A grade de metal que suporta 
as finas secedes de uma amostra em um 
microscopio eletronico de transmissao. 


As etapas para preparar o material biologico para microscopia eletronica sao de- 
safiadoras. Como podemos nos certificar de que a imagem da amostra, fixada, desidra- 
tada e revestida por resina mantem qualquer relagao com o delicado sistema biologico 
aquoso presente na celula viva? As melhores abordagens atuais para esse problema de- 
pendem do congelamento rapido. Se um sistema aquoso e resfriado rapido o suficiente e 
para uma temperatura baixa o suficiente, a agua e os outros componentes nao tern tem¬ 
po para se rearranjar ou cristalizar em gelo. Em vez disso, a agua e super-resfriada em um 
estado rigido, mas nao cristalino - um "vidro” - chamado de gelo vitreo. Esse estado pode 
ser alcangado jogando-se a amostra em cima de um bloco de cobre polido e resfriado por 
helio liquido, mergulhando-a em um liquido refrigerador ou pulverizando-a com um 
jato de um liquido refrigerador, como propano liquido, ou resfriando-a sob alta pressao. 

Algumas amostras congeladas rapidamente podem ser examinadas diretamente 
ao microscopio eletronico utilizando-se um suporte de amostra especial gelado. Em ou¬ 
tros casos, o bloco congelado pode ser fraturado para revelar superficies celulares inter- 
nas, ou o gelo ao redor pode ser sublimado para expor superficies externas. Entretanto, 
muitas vezes queremos examinar secgoes finas. Portanto, um consenso e congelar rapi¬ 
damente o tecido, substituir a agua por solventes organicos, embeber o tecido em resina 
plastica e por fim cortar secgoes e corar. Embora tecnicamente ainda dificil, tal aborda- 
gem estabiliza e preserva o tecido em uma condigao muito semelhante ao seu estado 
original em vida (Figura 9-44). 

A clareza da imagem em uma micrografia eletronica depende de se ter densidades 
de eletrons contrastantes dentro da amostra. A densidade de eletrons, por sua vez, depen¬ 
de do numero atomico dos atomos que estao presentes: quanto mais alto o numero ato- 
mico, mais eletrons sao espalhados e mais escura e aquela parte da imagem. Os tecidos 
biologicos sao compostos, em sua maior parte, de atomos de numero atomico muito baixo 
(principalmente carbono, oxigenio, nitrogenio e hidrogenio). Para torna-los visfveis, os te¬ 
cidos costumam ser impregnados (antes ou depois do seccionamento) com sais de metais 
pesados como uranio, chumbo e osmio. O grau de impregnagao, ou “coloragao” com esses 
sais varia para diferentes constituintes celulares. Os lipideos, por exemplo, tendem a corar 
mais forte apos a fixagao com osmio, revelando a localizagao das membranas celulares. 


Macromoleculas especificas podem ser localizadas por 
microscopia eletronica de imunolocalizagao com ouro 

Vimos como os anticorpos podem ser utilizados em conjunto com a microscopia de 
fluorescencia para localizar macromoleculas especificas. Um metodo analogo - micros- 


Figura 9-44 Sec^ao fina de uma celula. 

Esta secgao fina pertence a uma celula de 
levedura que foi rapidamente congelada e 
teve seu gelo vitreo substituido por solventes 
organicos e entao por resina plastica. Nucleo, 
mitocondrias, parede celular, aparelho de Golgi 
e ribossomos podem ser todos prontamente 
visualizados em um estado que provavelmente 
seja o mais parecido possivel com o real. 
(Cortesia de Andrew Staehelin.) 
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Figura 9-45 Localiza^ao de protefnas 
na microscopia eletronica. A microsco- 
pia eletronica de imunolocalizagao com 
ouro e aqui utilizada para encontrar a lo- 
calizagao especifica de quatro componen- 
tes proteicos diferentes dentro do corpus- 
culo polar do fuso de levedura. No topo 
esta um fino corte de um fuso mitotico de 
levedura mostrando os microtubulos do 
fuso que atravessam o nucleo e se conec- 
tam a cada extremidade aos corpusculos 
polares do fuso, embebidos no envelope 
nuclear. Um diagrama dos componentes 
de um unico corpusculo polar do fuso e 
mostrado abaixo. Em secgoes separadas, 
sao usados anticorpos contra quatro pro- 
teinas diferentes do corpusculo polar do 
fuso, junto com partfculas de ouro coloidal 
(pontos pretos) para revelar onde, dentro 
da estrutura complexa, cada proteina esta 
localizada. (Cortesia de John Kilmartin.) 


copia eletronica de imunolocalizagao com ouro - pode ser utilizado no microscopio 
eletronico. O procedimento habitual e incubar uma secgao fina primeiro com um anti- 
corpo primario especffico e depois com um anticorpo secundario ao qual foi acoplada 
uma particula de ouro coloidal. A particula de ouro e eletrodensa e pode ser vista como 
um ponto preto ao microscopio eletronico (Figura 9-45). Diferentes anticorpos podem 
ser conjugados a partfculas de ouro de diferentes tamanhos, de modo que miiltiplas pro- 
tefnas podem ser localizadas em uma unica amostra. 

Uma complicagao para a marcagao por imunolocalizagao com ouro e que os an¬ 
ticorpos e as partfculas de ouro coloidal nao penetram a resina utilizada para fixagao 
da amostra; assim, eles somente detectam antfgenos na superffcie do corte. Isso sig- 
nifica que a sensibilidade do metodo e baixa, uma vez que moleculas de antfgeno em 
partes mais profundas da secgao nao sao detectadas. Alem disso, podemos ter uma 
falsa impressao sobre quais estruturas contem o antfgeno e quais nao tern. Uma solu- 
gao e realizar a marcagao antes da fixagao da amostra com plastico, quando as celulas 
e os tecidos ainda estao totalmente acessfveis aos reagentes de marcagao. As partfculas 
de ouro extremamente pequenas, cerca de 1 nm em diametro, funcionam melhor para 
esse procedimento. Essas pequenas partfculas de ouro em geral nao sao facilmente vi- 
sfveis nos cortes finais, de modo que prata ou ouro adicionais sao nucleados em torno 
de partfculas de ouro de 1 nm em um processo qufmico muito semelhante a revelagao 
fotografica. 

Imagens diferentes de um unico objeto podem ser combinadas 
para produzir reconstrugoes tridimensionais 

Secgoes finas muitas vezes falham em transmitir o arranjo tridimensional dos compo¬ 
nentes celulares observados em um TEM, e a imagem pode ser bastante enganadora: por 
exemplo, uma estrutura linear como um microtubulo pode aparecer como um objeto em 
forma de ponto na secgao, e uma secgao por partes protuberantes de um corpo solido de 
formato irregular pode ter a aparencia de dois ou mais objetos separados (Figura 9-46). 
A terceira dimensao pode ser reconstrufda a partir de cortes em serie, mas este e um 
processo longo e tedioso. Entretanto, mesmo secgoes finas possuem uma profundidade 
significativa comparada com a resolugao do microscopio eletronico, de forma que a ima- 
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Figura 9-46 Reconstruct) tridimensional 
a partir de cortes em serie. Finas secgoes 
individuals no microscopio eletronico as vezes 
levam a uma impressao erronea. Neste exem- 
plo, a maioria dos cortes atraves de uma celula 
contendo uma mitocondria ramificada parece 
conter duas ou tres mitocondrias individuals 
(compare com a Figura 9-44). Alem disso, os 
cortes 4 e 7 podem ser interpretados como 
uma mitocondria em processo de divisao. 

A forma tridimensional real pode ser recons- 
truida a partir de urn conjunto completo de 
cortes em serie. 


gem por TEM tambem pode ser enganadora de maneira oposta, pela sobreposigao de 
objetos que se localizam em diferentes profundidades. 

Por causa da grande profundidade de campo dos microscopios eletronicos, todas 
as partes da amostra tridimensional estao focadas, e a imagem resultante e uma projegao 
(uma sobreposigao de camadas) da estrutura ao longo da diregao de visao. A informagao 
perdida na terceira dimensao pode ser recuperada se tivermos vistas da mesma amostra 
a partir de diregoes diferentes. Os metodos computacionais para essa tecnica sao bas- 
tante utilizados nas varreduras TC medicas. Em uma TC, o equipamento de imagem e 
movido em torno do paciente para gerar as diferentes vistas. Em uma tomografia por 
microscopio eletronico (EM, electron-microscope), o suporte da amostra e inclinado no 
microscopio, alcangando o mesmo resultado. Dessa maneira, pode-se chegar a uma re- 
construgao tridimensional, em uma orientagao-padrao escolhida, combinando-se vistas 
diferentes de um unico objeto. Cada orientagao tera muito ruido, mas combinando-as 
em tres dimensoes e fazendo uma media, o ruido pode ser bastante diminuido. Inician- 
do com secgoes plasticas espessas do material fixado, as reconstrugoes tridimensionais, 
ou tomogramas, sao extensivamente empregadas para descrever a anatomia detalhada 
de regioes especificas da celula, como o aparelho de Golgi (Figura 9-47) ou o citoes- 
queleto. Cada vez mais, os microscopistas tambem estao aplicando a tomografia por EM 
em secgoes hidratadas congeladas nao marcadas, e mesmo celulas ou organelas inteiras 
congeladas (Figura 9-48). A microscopia eletronica e uma metodologia robusta desde a 
escala de uma simples molecula ate a de uma celula inteira. 

Imagens de superficies podem ser obtidas por microscopia 
eletronica de varredura 

Um microscopio eletronico de varredura (SEM, scanning electron microscope) produz 
diretamente uma imagem da estrutura tridimensional da superficie de uma amostra. 
O SEM costuma ser menor, mais simples e mais barato do que um microscopio eletroni- 


Figura 9-47 Tomografia por microscopio 
eletronico (EM). Amostras que foram rapida- 
mente congeladas e entao tiveram suas partes 
congeladas substituidas e fixadas em plastico 
preservam sua estrutura em uma condigao que 
e muito semelhante ao seu estado original em 
vida (Animagao 9.2). Este exemplo mostra a 
estrutura tridimensional do aparelho de Golgi 
de uma celula de rim de rato. Varias secgoes es¬ 
pessas (250 nm) da celula foram posicionadas 
em um microscopio eletronico de alta volta- 
gem, ao longo de dois eixos diferentes, e cerca 
de 160 angulos diferentes foram armazenados. 
Os dados digitais permitem que finas secgoes 
individuals do conjunto completo de dados 
tridimensional, ou tomograma, sejam visualiza- 
das; por exemplo, secgoes em serie, cada uma 
de apenas 4 nm de espessura, sao mostradas 
em (A) e (B). Ha pouqufssimas variagoes de uma 
secgao para outra, mas usando-se o conjunto 
de todos os dados e corando-se as membranas 
manualmente (B), pode-se obter uma recons- 
trugao tridimensional, em uma resolugao de 
cerca de 7 nm, do aparelho de Golgi completo 
e de suas vesfculas associadas (C). (De M.S. La- 
dinskyetal J. Cell Biol. 144:1135-1149, 1999. 
Com permissao dos autores.) 
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co de transmissao. Enquanto o TEM utiliza os eletrons que atravessaram a amostra para 
formar uma imagem, o SEM usa os eletrons que sao espalhados ou emitidos a partir da 
superficie da amostra. A amostra a ser examinada e fixada, desidratada e coberta com 
uma camada fina de metal pesado. De modo alternative, ela pode ser congelada rapida- 
mente e entao transferida para uma camara resfriada de amostra, para exame direto no 
microscopio. Muitas vezes, uma planta inteira ou um pequeno animal podem ser colo- 
cados no microscopio com pouca preparagao (Figura 9-49). A amostra e escaneada com 
um feixe muito estreito de eletrons. A quantidade de eletrons espalhados ou emitidos 
quando esse feixe primario bombardeia cada ponto sucessivo da superficie metalica e 
medida e utilizada para controlar a intensidade de um segundo feixe, que se movimenta 
em sincronia com o primeiro e forma a imagem em uma tela de computador. Por fim, e 
constituida uma imagem bastante ampliada da superficie como um todo (Figura 9-50). 

A tecnica do SEM propicia uma grande profundidade de foco; alem disso, como a 
quantidade de dispersao de eletrons depende do angulo da superficie relativa ao feixe, 
a imagem tern partes claras e sombras que lhe conferem uma aparencia tridimensio¬ 
nal (ver Figura 9-49 e Figura 9-51). Entretanto, apenas as caracteristicas da superficie 
podem ser examinadas e, na maioria das formas de SEM, a resolugao alcangavel nao e 
muito alta (cerca de 10 nm, com uma magnificagao efetiva de ate 20 mil vezes). Como 
resultado, a tecnica costuma ser utilizada para estudar celulas e tecidos intactos, em vez 
de organelas subcelulares (ver Animagao 21.3). No entanto, SEMs com alta resolugao fo- 
ram desenvolvidos recentemente com um canhao de emissao de campo luminoso como 
fonte de eletrons. Esse tipo de SEM pode produzir imagens que competem com a resolu¬ 
gao possivel com um TEM (Figura 9-52). 

A coloragao negativa e a microscopia crioeletronica permitem 
que as macromoleculas sejam visualizadas com alta resolugao 

Se forem revestidas com um metal pesado para proporcionar contraste, macromoleculas 
isoladas como DNA ou grandes protemas podem ser visualizadas prontamente em um 
microscopio eletronico, mas a coloragao negativa permite que detalhes mais delicados 
sejam visualizados. Nessa tecnica, as moleculas sao sustentadas por um filme delgado de 
carbono e misturadas com uma solugao concentrada de um sal de metal pesado, como 
acetato de uranila. Apos a amostra ter secado, uma camada muito fina do sal do metal 
cobre todo o filme de carbono, exceto onde ele foi excluido pela presenga de uma macro- 
molecula adsorvida. Como as macromoleculas permitem que os eletrons passem muito 
mais facilmente do que a coloragao de metal pesado circundante, e criada uma imagem 


Figura 9-48 Combinagao da tomogra- 
fia crioeletronica e reconstrugao de 
particulas simples. Pequenas amostras 
rapidamente congeladas, nao fixadas, 
podem ser examinadas enquanto ainda 
congeladas. Neste exemplo, os pequenos 
nucleos da ameba Dictyostelium foram 
gentilmente isolados e entao rapidamente 
congelados antes que uma serie inclinada 
de imagens fosse registrada com a ajuda 
de um estagio de inclinagao do microsco¬ 
pio. Estas imagens digitais sao combinadas 
por tomografia por EM para produzir um 
tomograma tridimensional. Duas seegoes 
digitais finas (10 nm) mostram, por meio 
deste tomograma, vistas de cima (A) e 
vistas laterais (B) de poros nucleares indivi¬ 
duals (sefas brancas). (C) No modelo tridi¬ 
mensional (C), a superficie dos poros ( azul) 
pode ser visualizada embebida no envelo¬ 
pe nuclear ( amarelo ). A partir de uma serie 
de tomogramas, foi possivel extrair grupos 
de dados para aproximadamente 300 po¬ 
ros nucleares individuals, cujas estruturas 
puderam entao ser unificadas usando-se 
tecnicas de reconstrugao de particulas 
simples. A vista da superficie obtida de 
um desses poros reconstruidos e mostrada 
(D) a partir da face nuclear e (E) na seegao 
transversal (compare com a Figura 12-8). 

0 complexo do poro esta corado em azul e 
o revestimento nuclear em marrom. (De M. 
Beck et al„ Science 306:1387-1390, 2004. 
Com permissao de AAAS.) 



1 mm 


Figura 9-49 Flor - ou espiga - de trigo 
em desenvolvimento. Esta delicada flor 
foi congelada rapidamente, coberta com 
um fino filme de metal e examinada no 
seu estado congelado com um SEM. Esta 
micrografia de baixa magnitude demons- 
tra a grande profundidade de foco de um 
SEM. (Cortesia de Kim Findlay.) 
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Figura 9-50 Microscopio eletronico de 
varredura. Em um SEM, a amostra e var- 
rida por um feixe de eletrons trazido a um 
foco na amostra pelas bobinas eletromag- 
neticas que agem como lentes. 0 detector 
mede a quantidade de eletrons espalhados 
ou emitidos quando o feixe bombardeia 
cada ponto sucessivo na superffcie da 
amostra e controla a intensidade dos pon- 
tos sucessivos em uma imagem construida 
em uma tela. 0 SEM cria imagens extra- 
ordinarias de objetos tridimensionais com 
grande profundidade de foco e uma reso- 
lugao entre 3 nm e 20 nm, dependendo 
do instrumento. (Fotografia cortesia de 
Andrew Davies.) 


Figura 9-51 Microscopia eletronica de 
varredura. (A) Uma micrografia eletroni¬ 
ca de varredura dos estereodlios que se 
projetam de uma celula ciliada do ouvido 
interno de um sapo-boi. Para comparagao, 
a mesma estrutura e mostrada em (B) por 
microscopia optica de contraste de inter¬ 
ference diferencial (Animagao 9.3) e em 
(C) por microscopia eletronica de transmis- 
sao a partir de secgoes finas. (Cortesia de 
Richard Jacobs e James Hudspeth.) 


oposta, ou negativa, da molecula. A coloragao negativa e especialmente util para visuali- 
zar grandes agregados de macromoleculas, como virus ou ribossomos, e para visualizar 
a estrutura da subunidade dos filamentos de protema (Figura 9-53). 

O sombreamento e a coloragao negativa sao capazes de produzir uma visao de su- 
perficie, com alto contraste, de pequenos agrupamentos de macromoleculas, mas ambas 
as tecnicas sao limitadas em termos de resolugao devido ao tamanho da menor particula 
do metal ou Colorado utilizada. Uma alternativa que nos permite visualizar diretamente 
com uma alta resolugao ate mesmo as caracteristicas interiores das estruturas tridimensio¬ 
nais como virus e organelas e a microscopia crioeletronica, na qual o congelamento rapido 
para formar o gelo vitreo e novamente a chave. Um filme muito fino (cerca del00 nm) de 
uma suspensao aquosa de virus ou complexo macromolecular purificado e preparado em 
uma grade de microscopio e e entao congelado rapidamente, sendo mergulhado em um 
fluido refrigerante. Um suporte especial mantem a amostra hidratada a -160°C no vacuo do 
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Figura 9-52 Poro nuclear. Imagens 
de envelopes nucleares rapidamente 
congelados foram obtidas em um 
SEM com alta resolugao, equipado com 
um canhao de emissao de campo como 
fonte de eletrons. Estas imagens de cada 
lado do poro nuclear representam o limite 
de resolugao do SEM (compare com a 
Figura 12-8). (Cortesia de Martin 
Goldeberg e Terry Allen.) 


microscopio, onde ela pode ser visualizada diretamente sem fixagao, coloragao ou secagem. 
Ao contrario da coloragao negativa, na qual o que e visto e o contorno de exclusao de Colo¬ 
rado em torno da particula, a microscopia crioeletronica hidratada produz uma imagem da 
propria estrutura macromolecular. Entretanto, o contraste nessa imagem e bastante baixo, 
e, para extrair a maior quantidade de informagao estrutural, tecnicas especiais de processa- 
mento de imagem devem ser usadas, como descreveremos a seguir. 

Imagens multiplas podem ser combinadas para aumentar a 
resol ugao 

Como vimos anteriormente (p. 532), o ruido e importante na microscopia optica em m- 
veis baixos de luz, mas e um problema particularmente grave para a microscopia eletro- 
nica de macromoleculas nao coradas. Uma molecula de protema pode tolerar uma dose 
de apenas algumas dezenas de eletrons por nanometro quadrado sem ser danificada, e 
essa dose e de uma ordem de magnitude abaixo da que e necessaria para definir uma 
imagem de resolugao atomica. 

A solugao e obter imagens de varias moleculas identicas - possivelmente dezenas 
de milhares de imagens individuals - e combina-las para produzir uma media das ima¬ 
gens, revelando detalhes estruturais que estao escondidos pelo ruido na imagem origi¬ 
nal. Esse processo e chamado de reconstrugao de particulas simples. Contudo, antes 
de combinar todas as imagens individuals, elas devem ser alinhadas umas com as ou- 
tras. As vezes e possivel induzir protemas e complexos a formar arranjos cristalinos, nos 
quais cada molecula e mantida na mesma orientagao em uma rede regular. Nesse caso, o 
problema do alinhamento e facilmente resolvido, e varias estruturas de protemas foram 
determinadas com resolugao atomica por esse tipo de cristalografia eletronica. Em prin- 
cipio, no entanto, os arranjos cristalinos nao sao absolutamente necessarios. Com o auxi- 
lio de um computador, as imagens digitais das moleculas distribuidas de modo aleatorio 
e nao alinhadas podem ser processadas e combinadas para gerar reconstrugoes de alta 
resolugao (ver Animagao 13.1). Embora estruturas que tern alguma simetria intrinseca 
tornem a tarefa do alinhamento mais facil e mais exata, essa tecnica tambem tern sido 
utilizada para objetos sem simetria, como ribossomos. A Figura 9-54 mostra a estrutura 
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O QUE NAO SABEMOS 

• Conhecemos os detalhes de varios 
processos celulares, como replica- 
gao de DNA e transcrigao e tradu- 
gao de RNA, mas seremos capazes 
algum dia de visualizar tal proces¬ 
so molecular em agao nas celulas? 

• Seremos capazes algum dia de 
visualizar estruturas intracelulares 
a uma resolugao do microscopio 
eletronico em celulas vivas? 

• Como podemos melhorar a cris- 
talizagao e as tecnicas de micros¬ 
copia crioeletronica de particulas 
individuals para obter estruturas 
de alta resolugao de todos os 
canais de membrana e transpor- 
tadores importantes? Que novos 
conceitos essas estruturas podem 
revelar? 


Figura 9-53 Filamentos de actina cora- 
dos negativamente. Nesta micrografia 
eletronica de transmissao, cada filamento 
tem cerca de 8 nm de diametro e, visto 
em detalhe, parece ser composto por uma 
cadeia helicoidal de moleculas. (Cortesia 
de Roger Craig.) 
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Figura 9-54 Reconstrugao de particulas 
simples. A estrutura de um capsideo com- 
pleto do virus da imunodeficiencia humana 
(HIV) foi determinada por uma combinagao 
de microscopia crioeletronica, determina- 
gao da estrutura proteica e modelagem. 

(A) Uma unica secgao de 4 nm de um 
modelo tomografico por EM (ver tambem 
Figura 9-48) de uma particula intacta de 
HIV com seu envelope externo de mem¬ 
brana e seu capsideo proteico irregular 
interno que abriga seu genoma de RNA. 

(B) A microscopia eletronica de subunida- 
des de capsideo que se associam em um 
tubo helicoidal pode ser usada para derivar 
um mapa de densidade de eletrons a uma 
resolugao de 8 nm, na qual detalhes dos 
hexametros podem ser claramente visuali- 
zados. (C) Usando as coordenadas atomi- 
cas conhecidas de uma unica subunidade 
de hexamero, a estrutura foi modelada em 
um mapa de densidade de eletrons a partir 
de (B). (D) Reconstrugao molecular de todo 
o capsideo do HIV com base nas estruturas 
detalhadas mostradas em (A) e (C). Este 
capsideo contem 216 hexameros (azul) e 
12 pentameros (amarelo). (Adaptada de 

G. Zhao et al., Nature 497:643-646, 2013. 
Com permissao de Macmillan Publishers 
Ltd. C, codigo PDB: 3J34.) 


Figura 9-55 Reconstrugao de parti¬ 
culas simples e ajuste da modelagem 
molecular. Ribossomos bacterianos, com 
e sem o fator de liberagao necessario 
para a liberagao do peptideo a partir do 
ribossomo, foram usados aqui para deri¬ 
var mapas de microscopia crioeletronica 
tridimensionais de alta resolugao a uma 
resolugao melhor do que 1 nm. Imagens 
de aproximadamente 20 mil ribossomos 
individuals, preservados em gelo, foram 
usadas para produzir as reconstrugoes 
de particulas simples. (A) A subunidade 
ribossomica 30S ( amarelo ) e a subunidade 
50S (azul) podem ser distinguidas da den¬ 
sidade de eletrons adicional que pode ser 
atribuida ao fator de liberagao RF2 ( roxo ). 
(B) A estrutura molecular conhecida de 
RF2 modelada na densidade de eletrons 
de (A). (De U.B.S. Rawat et al.. Nature 
421:87-90, 2003. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 


do capsideo proteico dentro do virus da imunodeficiencia humana (HIV) que foi deter¬ 
minada a uma alta resolugao por meio de combinagao de varias particulas, miiltiplas 
imagens e modelagem molecular. 

Uma resolugao de 0,3 nm foi conseguida por microscopia eletronica - o suficiente 
para se comegar a ver arranjos atomicos internos em uma protema e competir com a 
cristalografia de raios X em resolugao. Embora a microscopia eletronica provavelmen- 
te nao substitua a cristalografia de raios X (discutida no Capitulo 8) como metodo para 
determinar estruturas macromoleculares, ela tern algumas vantagens muito claras. Pri- 
meiro, ela absolutamente nao requer amostras cristalinas. Segundo, ela pode lidar com 
complexos extremamente grandes - estruturas que podem ser muito grandes ou muito 
variaveis para cristalizar satisfatoriamente. Terceiro, ela permite a analise rapida de dife- 
rentes conformagoes de complexos proteicos. 

A analise de estruturas macromoleculares complexas e grandes e facilitada con- 
sideravelmente se a estrutura atomica de uma ou mais subunidades e conhecida, por 
exemplo a partir da cristalografia de raios X. Modelos moleculares podem entao ser 
"encaixados” matematicamente no envelope da estrutura determinada a uma resolu¬ 
gao menor usando o microscopio eletronico (ver Figuras 16-16D e 16-46). A Figura 9-55 
mostra a estrutura de um ribossomo com a localizagao de um fator de liberagao ligado 
determinada dessa forma (ver tambem Figura 6-72). 

Resumo 

Revelar a estrutura detalhada das membranas e das organelas requer a mais alta resolu¬ 
gao alcangavel em um microscopio eletronico de transmissao. Macromoleculas especifi- 
cas podem ser identificadas apos serem marcadas com ouro coloidal ligado a anticorpos. 
Imagens tridimensionais das superficies das celulas e dos tecidos podem ser obtidas por 
microscopia eletronica de varredura. As formas de moleculas isoladas podem ser pron- 
tamente determinadas por tecnicas de microscopia eletronica envolvendo o congelamen- 
to rapido ou coloragao negativa. A tomografia eletrdnica e a reconstrugao de particulas 
individuais utilizam manipulagdes computacionais de dados obtidos a partir de imagens 
multiplas e angulos de visao multiplos para produzir reconstrugoes detalhadas dos com¬ 
plexos macromoleculares e moleculares. A resolugao obtida com esses modelos significa 
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que as estruturas atdmicas de macromoleculas individuals muitas vezes podem ser “en- 
caixadas” nas imagens derivadas por microscopia eletronica. Dessa forma, o TEM e cada 
vez mais capaz de preencher a lacuna entre estruturas determinadas por cristalografia de 
difragao de raiosXe aquelas determinadas com o microscopio optico. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

9-1 Como a dupla-helice de DNA tem apenas 2 nm de lar- 
gura - muito abaixo do limite da resolugao do microscopio 
optico e impossivel ver cromossomos em celulas vivas sem 
coloragoes especiais. 

9-2 Uma molecula fluorescente, tendo absorvido um uni- 
co foton de luz em um comprimento de onda, sempre o emi- 
te em um comprimento maior. 

Discuta as questoes a seguir. 

9-3 Os diagramas na Figura Q9-1 mostram os caminhos dos 
raios de luz passando por uma amostra com uma lente seca e 
com uma lente de imersao no oleo. Oferega uma explicagao 
para o motivo pelo qual as lentes de imersao no oleo deveriam 
resultar em uma resolugao melhor. Ar, vidro e oleo tem indi¬ 
ces de refragao de 1,00,1,51 e 1,51, respectivamente. 


LENTE SECA 


LENTE DE IMERSAO NO OLEO 


Ar 



Lente 

objetiva 

Lamina 
de cobertura 



Figura Q9-1 Caminhos dos raios de luz pelas lentes seca e de imersao no 
oleo. 0 clrculo vermelho na origem dos raios de luz e a amostra. 


9-4 A Figura Q9-2 mostra um diagrama do olho humano. 
Os indices de refragao dos componentes no caminho da luz 
sao: cornea 1,38, humor aquoso 1,33, lentes cristalinas 1,41 
e humor vitreo 1,38. Onde a refragao principal - o foco prin¬ 
cipal - ocorre? Qual o papel que voce supoe para as lentes? 



Figura Q9-2 Diagra¬ 
ma do olho humano. 


9-5 Por que os humanos enxergam tao pouco embaixo da 
agua? E por que oculos de protegao ajudam? 

9-6 Explique a diferenga entre resolugao e magnificagao. 

9-7 Anticorpos que se ligam a protemas especificas sao 
ferramentas importantes para definir a localizagao de mole- 
culas nas celulas. A sensibilidade do anticorpo primario - o 
anticorpo que reage com a molecula-alvo - muitas vezes e 
aumentada pelo uso de anticorpos secundarios marcados 


que se ligam a ele. Quais sao as vantagens e desvantagens 
de usar anticorpos secundarios ligados a marcadores fluo- 
rescentes versus aqueles ligados a enzimas? 

9-8 A Figura Q9-3 mostra uma serie de protemas de fluo¬ 
rescencia modificadas que emitem luz em uma variedade de 
cores. Como voce supoe que o mesmo cromoforo possa fluo- 
rescer em tantos comprimentos de onda diferentes? 



Figura Q9-3 Um arco-fris de cores produzido por protemas de fluorescencia 
modificadas. (Cortesia de Nathan Shaner, Paul Steinbach e Roger Tsien.) 


9-9 Considere um detector de fluorescencia projetado 
para determinar a localizagao celular de protemas tirosinas- 
-cinase ativas. Uma protema azul (ciano) fluorescente (azul- 
-esverdeado) (CFP) e uma protema amarela fluorescente 
(YFP) foram fusionadas a cada extremidade do dominio 
proteico hibrido. O segmento da protema hibrida possui 
um peptideo substrato reconhecido pela protema tirosina- 
-cinase Abl e um dominio de ligagao da fosfotirosina (Figura 
Q9-4A). A estimulagao do dominio CFP nao causa a emissao 
pelo dominio YFP quando os dommios estao separados. En- 
tretanto, quando os dommios CFP e YFP sao aproximados, 
a transference de energia por ressonancia de fluorescencia 
(FRET) permite a excitagao de CFP para estimular a emissao 
por YFP. A FRET destaca-se experimentalmente como um 


(A) REPORTER (B) FRET 



Figura Q9-4 Proteina-reporter fluorescente projetada para detectar a fosfo- 
rilagao da tirosina. (A) Estrutura do dominio da proteina-reporter. Quatro do¬ 
mmios estao indicados: CFP, YFP, peptideo substrato de tirosina-cinase e um 
dominio de ligagao a fosfotirosina. (B) Ensaio de FRET. YFP/CFP e normalizado 
para 1,0 no tempo zero. A proteina-reporter foi incubada na presenga (ou 
ausencia) de Abl e ATP pelos tempos indicados. A seta indica o momento da 
adigao de uma tirosina-fosfatase. (De A.Y. Ting, K.H. Kain, R.L. Klemke e R.Y. 
Tsien, Proc. Natl Acad. Sci. USA 98:15003-15008, 2001. Com permissao de 
National Academy of Sciences.) 
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aumento na relagao entre emissao a 526 nm versus 476 nm 
(YFP/CFP) quando CFP e excitada por uma luz 434 de nm. 

A incubagao da protema-reporter com a protema 
tirosina-cinase Abl na presenga de ATP produziu um au¬ 
mento na emissao de YFP/CFP (Figura Q9-4B). Na au- 
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ORGANIZACAO INTERNA DA CELULA 


Estrutura da membrana 


CAPITULO 

10 


As membranas celulares sao cruciais para a vida da celula. A membrana plasmatica NESTE CAPITULO 
circunda a celula, define seus limites e mantem as diferengas essenciais entre o cito- 

sol e o ambiente extracelular. No interior das celulas eucarioticas, as membranas do BICAM ADA LIPID 1C A 

nucleo, do reticulo endoplasmatico (RE), do aparelho de Golgi, da mitocondria e de 

outras organelas circundadas por membranas mantem as diferengas caracteristicas ‘ 0 H: JAS DE MEMBRANA 

entre o conteudo de cada organela e o citosol. Os gradientes ionicos que atravessam a 

membrana, estabelecidos pelas atividades das proteinas especializadas da membrana, 

podem ser usados para sintetizar ATP, coordenar o transporte de solutos selecionados 

atraves da membrana ou, como nos musculos e nervos, produzir e transmitir impul- 

sos eletricos. Em todas as celulas, a membrana plasmatica tambem contem proteinas 

que atuam como sensores de sinais externos, permitindo que as celulas mudem seu 

comportamento em resposta aos sinais ambientais, incluindo aqueles de outras celulas. 

Essas proteinas sensoriais, ou receptoras, transferem informagao, em vez de moleculas, 
atraves da membrana. 

Apesar de suas fungoes distintas, todas as membranas biologicas possuem uma 
estrutura geral comum: cada uma e constituida por uma fina pelicula de moleculas de 
lipideos e proteinas unidas principalmente por interagoes nao covalentes (Figura 10-1). 

As membranas celulares sao estruturas dinamicas, fluidas e a maioria de suas mole¬ 
culas move-se no piano da membrana. As moleculas lipidicas sao organizadas como 



(A) 


Figura 10-1 Duas visoes de uma membrana celular. (A) Mi- 

crografia eletronica de um segmento da membrana plasmatica 
de uma hemacia humana observada em corte transversal mos- 
trando a estrutura de sua bicamada. (B) Representagao esque- 
matica tridimensional de uma membrana celular e a distribuigao 
geral de seus componentes lipfdicos e proteicos. (A, cortesia de 
Daniel S. Friend.) 
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uma camada dupla continua de cerca de 5 nm de espessura. Essa bicamada lipidica 
proporciona a estrutura fluida basica da membrana e atua como uma barreira relativa- 
mente impermeavel a passagem da maioria das moleculas soluveis em agua. A maioria 
das protemas de membrana atravessam a bicamada lipidica e medeiam quase todas as 
fungoes da membrana, incluindo o transporte de moleculas especificas atraves dessa 
bicamada e a catalise de reagoes associadas a membrana, como a sintese de ATP. Na 
membrana plasmatica, algumas protemas transmembrana atuam como ligagoes estru- 
turais que conectam o citoesqueleto atraves da bicamada lipidica a matriz extracelu- 
lar ou a uma celula adjacente, enquanto outras atuam como receptores para detectar e 
transduzir sinais quimicos do ambiente celular. Existem muitas protemas de membrana 
diferentes que permitem que a celula funcione e interaja com seu ambiente, e estima-se 
que cerca de 30% das protemas codificadas pelo genoma de uma celula animal sejam 
protemas de membrana. 

Neste capitulo, estudaremos a estrutura e a organizagao dos dois principais consti- 
tuintes das membranas biologicas, os lipideos e as protemas. Embora salientemos prin- 
cipalmente a membrana plasmatica, a maioria dos conceitos discutidos tambem e apli- 
cavel as varias membranas internas de celulas eucarioticas. As fungoes das membranas 
celulares serao consideradas nos ultimos capitulos: seu papel na conversao de energia e 
sintese de ATP, por exemplo, sera discutido no Capitulo 14; seu papel no transporte trans¬ 
membrana de pequenas moleculas, no Capitulo 11; seu papel na sinalizagao celular e 
adesao celular, nos Capitulos 15 e 19 respectivamente. Nos Capitulos 12 e 13, discutire- 
mos as membranas internas das celulas e o trafego de protemas atraves delas e entre elas. 

BICAMADA LIPIDICA 

A bicamada lipidica forma a estrutura basica de todas as membranas celulares. Ela e 
facilmente observada por microscopia eletronica, e sua estrutura de camada dupla 
e atribuivel exclusivamente a propriedades especiais das moleculas lipidicas, as quais 
se reunem espontaneamente em bicamadas mesmo sob condigoes artificiais simples. 
Nesta segao, discutiremos os diferentes tipos de moleculas lipidicas encontradas nas 
membranas celulares e as propriedades gerais das bicamadas lipidicas. 

Fosfoglicerfdeos, esfingolipfdeos e esterois sao os principais 
lipideos das membranas celulares 

As moleculas lipidicas constituem cerca de 50% da massa da maioria das membranas 
das celulas animais, e quase todo o restante sao protemas. Ha aproximadamente 5 x 
10 6 moleculas lipidicas em uma area de 1 |jim x 1 jjim de bicamada lipidica, ou cerca 
de 10 9 moleculas lipidicas na membrana plasmatica de uma pequena celula animal. To¬ 
das as moleculas lipidicas da membrana plasmatica sao anfifilicas, isto e, possuem uma 
extremidade hidrofilica (“que ama agua”) ou polar, e uma extremidade hidrofobica 
(“que teme a agua”) ou apolar. 

Os mais abundantes lipideos da membrana sao os fosfolipideos. Eles possuem um 
grupamento da cabega polar contendo um grupo fosfato e duas caudas hidrocarbonadas 
hidrofobicas. Nos animais, nas plantas e nas celulas bacterianas, as caudas normalmente 
sao acidos graxos e podem diferir em comprimento (normalmente elas contem entre 
14 e 24 atomos de carbono). Geralmente, uma cauda possui uma ou mais ligagoes duplas 
ds-atuantes (i.e., ela e insaturada), enquanto a outra cauda nao possui essa ligagao (i.e., 
ela e saturada). Como mostra a Figura 10-2, cada ligagao dupla ds-atuante cria uma 
pequena dobra na cauda. As diferengas no comprimento e na saturagao das caudas e 
dos acidos graxos influenciam como as moleculas fosfolipidicas encaixam-se umas nas 
outras, afetando a fluidez da membrana, como discutiremos mais adiante. 

Os principais fosfolipideos da maioria das membranas das celulas animais sao 
fosfoglicerideos, os quais possuem uma cadeia principal de glicerol de tres carbonos 
(ver Figura 10-2). Duas longas cadeias de acidos graxos sao unidas por pontes esteres aos 
atomos de carbono adjacentes do glicerol, e o terceiro atomo de carbono do glicerol esta 
ligado a um grupo fosfato, que, por sua vez, e ligado a um entre varios tipos de grupa- 
mentos de cabegas. Combinando diferentes acidos graxos e grupamentos de cabegas, as 
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Figura 10-2 Partes de uma tipica molecula 
de fosfolipideo. Este exemplo e de uma fos- 
fatidilcolina, representada esquematicamente 
(A) por uma formula (B), por urn modelo de 
preenchimento espacial (C) (Animagao 10 . 1 ) 
e por urn simbolo (D). 


celulas produzem diferentes fosfoglicerideos. A fosfatidiletanolamina, a. fosfatidilserina 
e a fosfatidilcolina sao os mais abundantes fosfoglicerideos das membranas das celulas 
de mamiferos (Figura 10-3A-C). 

Outra importante classe de fosfolipideos sao os esfingolipideo s, que sao constitui- 
dos por esfingosina no lugar do glicerol (Figura 10-3D-E). A esfingosina e uma longa 
cadeia acil com um grupo amino (NH 2 ) e dois grupos hidroxila (OH) em uma extremida- 
de. Na esfingomielina, o esfingolipideo mais comum, uma cauda de acido graxo e liga- 
da ao grupo amino e um grupo fosfocolina e ligado ao grupo hidroxila terminal. Juntos, 
os fosfolipideos fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e esfingomielina 
constituem mais da metade da massa de lipideos da maioria das membranas celulares 
de mamiferos (ver Tabela 10-1, p. 571). 
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Figura 10-3 Os quatro principals fosfolipide¬ 
os das membranas plasmaticas de mamife¬ 
ros. Observe que os diferentes grupamentos de 
cabegas estao representados em cores diferentes. 
As moleculas lipidicas mostradas em (A-C) sao 
fosfoglicerideos, os quais sao derivados do glice¬ 
rol. A molecula em (D) e a esfingomielina, a qual 
e derivada da esfingosina (E), sendo, portanto, 
um esfingolipideo. Observe que somente a 
fosfatidilserina possui carga total negativa, cuja 
importance discutiremos mais adiante; os outros 
tres sao eletricamente neutros em pH fisiologico, 
carregando, portanto, uma carga negativa e uma 
carga positiva. 
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Figura 10-4 Estrutura do colesterol. 

0 colesterol esta representado em (A) 
por uma formula qumnica, em (B) por urn 
esquema e em (C) por urn modelo de 
preenchimento espacial. 
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Figura 10-5 O colesterol em uma bicamada 
lipidica. Representagao esquematica (em esca- 
la) de uma molecula de colesterol interagindo 
com duas moleculas de fosfolipideo em uma 
monocamada de uma bicamada lipfdica. 


Alem dos fosfolipideos, a bicamada lipidica de muitas membranas celulares con¬ 
tent glicolipideos e colesterol. Os glicolipideos assemelham-se aos esfingolipideos, mas no 
lugar do grupo fosfato ligado a cabega, possui um agucar. Veremos os glicolipideos mais 
adiante. A membrana plasmatica eucariotica contem, especialmente, grandes quantida- 
des de colesterol - ate 1 molecula para cada molecula de fosfolipideo. O colesterol e um 
esterol. Ele contem uma estrutura em anel rigida a qual se liga a um unico grupo hidroxila 
polar e a uma pequena cadeia de hidrocarbono apolar (Figura 10-4). As moleculas de 
colesterol orientam-se na bicamada com seu grupo hidroxila proximo aos grupamentos 
de cabegas polares das moleculas de fosfolipideos adjacentes (Figura 10-5). 

Os fosfolipideos formam bicamadas espontaneamente 

A forma e a natureza anfifilica das moleculas de fosfolipideos causam a formagao de bi¬ 
camadas de forma espontanea em ambientes aquosos. Como discutido no Capitulo 2, 
as moleculas hidrofilicas dissolvem-se facilmente em agua, porque contem grupos po¬ 
lares carregados ou nao carregados que podem formar interagoes eletrostaticas favora- 
veis ou ligagoes de hidrogenio com as moleculas de agua (Figura 10-6A). As moleculas 
hidrofobicas, por outro lado, sao insoluveis em agua porque todos ou quase todos os 
seus atomos sao apolares e nao carregados e, portanto, nao podem formar interagoes 
energeticamente favoraveis com as moleculas de agua. Se dispersos na agua, irao forgar 
as moleculas de agua adjacentes a se reorganizarem em estruturas semelhantes a gelo 
que envolvem as moleculas hidrofobicas (Figura 10-6B). Sua formagao aumenta com a 
energia livre porque essas estruturas de cadeias de cristais sao mais organizadas do que 
as moleculas de agua circundantes. Entretanto, o custo dessa energia livre e minimiza- 
do se as moleculas hidrofobicas (ou as porgoes hidrofobicas das moleculas anfifilicas) 
agruparem-se, e, assim, um menor mimero de moleculas de agua e afetado. 

Quando as moleculas anfifilicas sao expostas a um ambiente aquoso, elas irao 
se comportar como se espera, de acordo com o que foi discutido anteriormente. Elas 
se agregam de modo espontaneo, escondendo suas caudas hidrofobicas no interior onde 
ficam protegidas da agua, expondo suas cabegas hidrofilicas para a agua. Dependendo 
de sua forma, elas podem fazer isso de duas maneiras: podem formar micelas esfericas 
com as caudas para dentro ou formar folhas de camadas duplas, ou bicamadas, com as 
caudas hidrofobicas para o interior entre as cabegas hidrofilicas (Figura 10-7). 

As mesmas forgas que fazem os fosfolipideos formarem as bicamadas tambem 
proporcionam uma propriedade de autosselamento. Uma pequena fenda na bicamada 
cria uma borda livre em contato com agua e, devido ao fato de serem energeticamen¬ 
te desfavoraveis, os lipideos tendem a se rearranjar espontaneamente para eliminar a 
borda livre. (Nas membranas plasmaticas eucarioticas, as fendas maiores sao reparadas 
pela fusao de vesiculas intracelulares.) A proibigao das bordas livres tern profundas con- 
sequencias: a unica forma de uma bicamada evitar a existencia de bordas e pelo fecha- 
mento sobre si mesma, formando um compartimento fechado (Figura 10-8). Esse com- 
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Acetona em agua 


Agua 


2-metilpropano em agua 


portamento exceptional, fundamental para a formagao de celulas vivas, e decorrente da 
forma e da natureza anfifilica das moleculas de fosfolipideos. 

A bicamada lipidica tambem tern outras caracteristicas que a tornam uma estrutu¬ 
ra ideal para membranas celulares. Uma das mais importantes entre elas e a sua fluidez, 
que e crucial para muitas das fungoes da membrana (Animagao 10.2). 

A bicamada lipidica e um fluido bidimensional 

Por volta de 1970, pesquisadores reconheceram pela primeira vez que moleculas li¬ 
pidicas individuais sao capazes de se difundir livremente no piano de uma bicamada 
lipidica. A primeira demonstragao foi obtida de estudos com bicamadas lipidicas sinte- 
ticas (artificiais), as quais podem ser produzidas na forma de vesiculas esfericas deno- 
minadas lipossomos (Figura 10-9) ou na forma de bicamadas planas formadas atraves 
de um furo em divisoria entre dois compartimentos aquosos ou em um suporte solido. 

Varias tecnicas tern sido usadas para medir o movimento das moleculas lipidicas 
individuais e seus componentes. Por exemplo, pode-se construir uma molecula lipidica 
com um corante fluorescente ou uma pequena particula de ouro ligada a sua cabega po¬ 
lar e seguir a difusao de cada molecula individual na membrana. Alternativamente, po- 
de-se modificar a cabega lipidica para carregar uma “marca da rotagao” como um grupo 


Forma da Agrupamento das 

molecula moleculas na agua 



(A) (B) 


Micela 


Bicamada 

lipidica 



Figura 10-6 Como as moleculas hi- 
drofilicas e hidrofobicas interagem de 
modo diferente com a agua. (A) Como a 
acetona e polar, ela pode formar ligagoes de 
hidrogenio ( vermelho ) e favorecer as intera- 
goes eletrostaticas ( amarelo ) com as mole¬ 
culas de agua, as quais tambem sao polares. 
Assim, a acetona se dissolve imediatamente 
em agua. (B) Ao contrario, o 2-metilpropano 
e completamente hidrofobico. Como nao 
pode formar interagoes favoraveis com a 
agua, forga as moleculas de agua adjacentes 
a se reorganizarem em estruturas semelhan- 
tes ao gelo, as quais aumentam a energia li- 
vre. Portanto, esse composto e praticamente 
insoluvel em agua. 0 simbolo 8' indica uma 
carga parcialmente negativa, e 8 + indica 
uma carga parcialmente positiva. Os atomos 
polares estao representados em cores, e os 
grupos apolares, em cinza. 
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Figura 10-7 Arranjo do agrupamento das moleculas anfifflicas em um ambiente aquoso. (A) Essas 
moleculas formam micelas ou bicamadas em agua espontaneamente, dependendo de sua forma. As moleculas 
anfifflicas em forma de cone (ac/'ma) formam micelas, ao passo que as moleculas anfifflicas em forma de cilindro, 
como os fosfolipideos ( abaixo ), formam bicamadas. (B) Uma micela e uma bicamada lipidica observadas em um 
corte transversal. Acredita-se que as micelas das moleculas anfifflicas sejam muito mais irregulares do que aqui 
apresentadas (ver Figura 10-26C). 


Figura 10-8 Fechamento espontaneo de 
uma bicamada lipidica para formar um 
compartimento selado. A estrutura fechada 
e estavel porque evita a exposigao de caudas 
hidrocarbonadas hidrofobicas a agua, que se- 
riam energeticamente desfavoraveis. 
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Figura 10-10 Mobilidade das molecu- 
las de fosfolipi'deo em uma bicamada 
lipidica artificial. Iniciando com um mo- 

delo de cem moleculas de fosfatidilcolina 
organizadas em uma bicamada regular, 
o computador calcula a posigao de cada 
atomo apos 300 picossegundos de esti- 
mulo. A partir destes calculos teoricos, 
surge um modelo de bicamada lipidica 
que considera quase todas as proprieda- 
des mensuraveis de uma bicamada lipidica 
sintetica, incluindo espessura, numero de 
moleculas lipidicas por area de membrana, 
profundidade de penetragao na agua 
e irregularidades das duas superficies. 
Observe que as caudas em uma monoca- 
mada podem interagir com as da outra 
monocamada se forem longas o suficien- 
te. (B) As diferentes movimentagoes de 
uma molecula lipidica em uma bicamada. 
(A, baseado em S.W. Chiu et al., Biophys. 

J. 69:1230-1245, 1995. Com permissao 
da Biophysical Society.) 


Figura 10-9 Lipossomos. (A) Micrografia eletronica de lipossomos - vesfculas fosfolipi- 
dicas sinteticas nao coradas e nao fixadas em agua - que foram rapidamente congeladas 
em nitrogenio liquido. (B) Representagao grafica de um pequeno lipossomo esferico visto 
em corte transversal. Normalmente, os lipossomos sao usados como modelos de mem¬ 
brana em estudos experimentais, principalmente para estudar proteinas incorporadas nas 
membranas. (A, de P. Frederik e D. Hubert, Methods Enzymol. 391:431-448, 2005. Com 
permissao de Elsevier.) 

nitroxido (=N-0), o qual content um eletron nao pareado cuja rotagao cria um sinal pa- 
ramagnetico que pode ser detectado por espectroscopia de ressonancia rotacional (ESR, 
eletron spin resonance), cujos principios sao similares aos da ressonancia magnetica 
nuclear (RMN), apresentado no Capitulo 8. O movimento e a orientagao de um lipideo 
marcado na bicamada podem ser deduzidos a partir do espectro de ESR. Tais estudos 
mostraram que as moleculas fosfolipidicas nas bicamadas sinteticas raramente migram 
de um lado para outro da monocamada (tambem chamada d efolheto). Esse processo, 
denominado flip-flop (“retornar”), ocorre em poucas horas em qualquer molecula, em- 
bora o colesterol seja uma excegao a essa regra e pode “retornar” rapidamente. Por outro 
lado, moleculas lipidicas trocam de lugar rapidamente com suas vizinhas dentro de uma 
mesma monocamada (cerca de 10 7 vezes por segundo). Isso origina uma rapida difu¬ 
sao lateral, com um coeficiente de difusao (D) de cerca de 10“ 8 cm 2 /s, que significa que 
uma molecula lipidica media difunde o comprimento de uma celula bacteriana grande 
(~2 pirn) em cerca de 1 segundo. Esses estudos tambem mostraram que moleculas lipidi¬ 
cas giram rapidamente ao redor de seu eixo maior e suas cadeias de hidrocarbonos sao 
flexiveis. Simulagoes em computador mostraram que as moleculas lipidicas sao muito 
desorganizadas nas bicamadas sinteticas, apresentando uma superficie irregular, com 
espagos variaveis e as cabegas orientadas para a fase aquosa de um lado da bicamada 
(Figura 10-10). 

Estudos similares de mobilidade foram realizados com moleculas de lipideos mar- 
cadas em membranas biologicas isoladas e em celulas vivas e apresentaram resultados 
similares aqueles obtidos nas bicamadas sinteticas. Foi demonstrado que o componente 
lipidico de uma membrana biologica e um liquido bidimensional no qual as moleculas 
constituintes estao livres para se mover lateralmente. Como em uma bicamada sinte¬ 
tica, moleculas individuais de fosfolipideos normalmente estao confinadas a sua pro¬ 
pria monocamada. Esse confinamento cria um problema para sua smtese. As moleculas 
de fosfolipideos sao manufaturadas em apenas uma monocamada de uma membrana, 
principalmente na monocamada citosolica da membrana do RE. Se nenhuma dessas 
moleculas recem-formadas migra imediatamente para a monocamada nao citosolica, 
nao podera ser formada uma nova bicamada lipidica. O problema pode ser resolvido por 
uma classe especial de proteinas de membrana denominadas translocadoras de fosfoli¬ 
pideos, ou flipases, as quais catalisam o rapido flip-flop dos fosfolipideos de uma camada 
para outra, como apresentado no Capitulo 12. 

Apesar da fluidez da bicamada lipidica, os lipossomos nao se fusionam esponta- 
neamente uns com os outros quando em suspensao na agua. A fusao nao ocorre, porque 
os grupamentos das cabegas lipidicas polares ligam as moleculas de agua, as quais pre- 
cisam ser deslocadas da bicamada de dois lipossomos diferentes para que ocorra a fusao. 
A camada de protegao aquosa que mantem os lipossomos isolados tambem insuflam as 
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membranas internas das celulas eucarioticas impedindo a fusao descontrolada, man- 
tendo a integralidade da compartimentalizagao das organelas circundadas por mem¬ 
branas. Todos os eventos de fusao de membrana celular sao catalisados por protemas de 
fusao rigidamente controladas que forgam a aproximagao das membranas adequadas, 
expulsando a camada de agua que mantem as bicamadas distantes umas das outras, 
como veremos no Capitulo 13. 




A fluidez de uma bicamada lipidica depende de sua composigao 

A fluidez das membranas celulares tern que ser precisamente regulada. Por exemplo, 
certos processos de transporte atraves das membranas e atividades enzimaticas cessam 
quando a viscosidade e aumentada experimentalmente acima de um mvel limitrofe. 

A fluidez de uma bicamada lipidica depende de sua composigao e de sua tempera¬ 
tura, como e facilmente demonstrado em estudos de bicamadas lipidicas sinteticas. Uma 
bicamada sintetica feita de um unico tipo de fosfolipideo muda do estado liquido para 
um estado cristalino rigido (ou gel) bidimensional em uma temperatura caracteristica. 
Essa mudanga de estado e denominada transigao defase, e a temperatura na qual isso 
ocorre e mais baixa (i.e., a membrana torna-se mais dificil de congelar) se as cadeias 
de hidrocarbonos forem curtas ou possuirem ligagoes duplas. Uma cadeia curta reduz a 
tendencia das caudas hidrocarbonadas de interagirem umas com as outras, na mesma 
camada ou na monocamada oposta, e as ligagoes duplas c/s-atuantes produzem torgoes 
nas cadeias que as tornam mais dificeis de se agruparem, de modo que a membrana se 
torna mais fluida a baixas temperaturas (Figura 10-11). As bacterias, leveduras e ou- 
tros organismos cujas temperaturas flutuam com a do ambiente ajustam a composigao 
de acidos graxos das suas membranas lipidicas para manter uma fluidez relativamente 
constante. Quando a temperatura baixa, por exemplo, as celulas desses organismos sin- 
tetizam acidos graxos com mais ligagoes duplas c/s-atuantes, evitando, assim, a redugao 
da fluidez da bicamada que, de outra forma, ocorreria devido a queda na temperatura. 

O colesterol modula as propriedades da bicamada lipidica. Quando misturado 
com fosfolipideos, aumenta a propriedade de barreira permeavel da bicamada lipidica. 
O colesterol se insere na bicamada com o grupo hidroxila proximo as cabegas polares 
dos fosfolipideos, de modo que seus rigidos aneis esteroides interajam e parcialmente 
imobilizem aquelas regioes de hidrocarbonos proximas aos grupamentos de cabegas po¬ 
lares (ver Figura 10-5 e Animagao 10.3). Reduzindo a mobilidade dos primeiros grupos 
CH 2 das cadeias das moleculas de fosfolipideos, o colesterol torna a bicamada lipidica 
menos deformavel nesta regiao, reduzindo a permeabilidade da bicamada a pequenas 
moleculas soluveis em agua. Embora o colesterol aumente o empacotamento dos lipi- 
deos na bicamada, isto nao torna as membranas menos fluidas. As altas concentragoes 
encontradas na maioria das membranas plasmaticas dos eucariotos, o colesterol tam- 
bem impede que as cadeias de hidrocarbonos agrupem-se e cristalizem. 

A Tabela 10-1 compara a composigao lipidica de varias membranas biologicas. 
Observe que a membrana plasmatica bacteriana e composta, com frequencia, por um 
tipo principal de fosfolipideo e nao contem colesterol. Normalmente, nas arqueias, os 
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Figura 10-11 A influencia de ligagoes 
duplas c/s-atuantes nas cadeias de hi¬ 
drocarbonos. As ligagoes duplas dificultam 
o agrupamento das cadeias tornando mais 
dificil de congelar a bicamada lipidica. Alem 
disso, devido as cadeias de hidrocarbonos de 
lipideos insaturados estarem mais distantes, as 
bicamadas lipidicas por eles formadas sao mais 
delgadas do que as bicamadas formadas por 
lipideos saturados. 


j Composigao aproximada dos lipideos de diferentes membranas celulares 
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lipideos contem cadeias de prenil com 20-25 carbonos de comprimento no lugar dos 
acidos graxos. As cadeias de prenil e de acidos graxos sao similarmente hidrofobicas e 
flexiveis (ver Figura 10-20F). Nas arqueias termofflicas, as longas cadeias lipidicas atra- 
vessam os dois folhetos tornando a membrana estavel ao calor. Assim, as bicamadas 
lipidicas podem ser constituidas de moleculas com caracteristicas similares, mas de- 
senhos moleculares diferentes. As membranas plasmaticas da maioria das celulas eu- 
carioticas sao mais variaveis do que as dos procariotos e das arqueias, nao somente por 
conterem grandes quantidades de colesterol, mas tambem por possuirem uma mistura 
de diferentes fosfolipideos. 

A analise das membranas lipidicas por espectrometria de massas revelou que a 
composigao de lipideos de uma membrana celular eucariotica tipica e muito mais com- 
plexa do que se pensava originalmente. Essas membranas contem uma variedade im- 
pressionante de talvez 500 a 2.000 diferentes especies de lipideos, mesmo na mais sim¬ 
ples membrana plasmatica, como a de uma hemacia, na qual ha mais de 150. Enquanto 
parte dessa complexidade reflete a variagao combinatoria das cabegas, o comprimento 
das cadeias de hidrocarbonos e a desnaturagao das principais classes de fosfolipideos, 
algumas membranas tambem contem muitos lipideos secundarios estruturalmente 
distintos, sendo alguns com fungoes importantes. Os fosfolipideos inositol, por exem- 
plo, estao presentes em pequenas quantidades nas membranas das celulas animais e 
possuem fungoes cruciais na orientagao do trafego de membrana e sinalizagao celular 
(como veremos nos Capitulos 13 e 15, respectivamente). Sua sintese e destruigao local 
sao reguladas por um grande niimero de enzimas, que criam pequenas moleculas de 
sinalizagao intracelular e sitios de ancoragem lipidicos nas membranas que recrutam 
proteinas especificas do citosol, como sera discutido mais adiante. 


Apesar de sua fluidez, as bicamadas lipidicas podem formar 
dominios de composipoes distintas 


Figura 10-12 Separagao de fase lateral 
em uma bicamada lipidica artificial. 

(A) Lipossomos gigantes produzidos por 
uma mistura 1:1 de fosfatidilcolina e esfin- 
gomielina formam bicamadas uniformes. 

(B) Por outro lado, lipossomos produzidos 
por uma mistura 1:1:1 de fosfatidilcolina, 
esfingomielina e colesterol formam bica¬ 
madas com duas fases separadas. Os li¬ 
possomos sao corados com concentrates 
- trago de um corante fluorescente que 
preferencialmente divide uma das duas 
fases. 0 tamanho medio dos dominios for- 
mados nesses lipossomos artificiais gigan¬ 
tes sao muito maiores do que o esperado 
nas membranas celulares, nas quais as 
"balsas lipidicas" (ver o texto) podem ter 
poucos nanometros de diametro. (A, de 
N. Kahya et al., J. Struct Biol. 147:77-89, 
2004. Com permissao de Elsevier; B, corte- 
sia de Petra Schwille.) 


Espera-se que a maioria dos tipos das moleculas lipidicas esteja distribuida ao acaso 
na propria monocamada devido ao fato de ser uma bicamada lipidica fluida bidimen- 
sional. As forgas de van der Waals entre as caudas vizinhas de hidrocarbonos nao sao 
seletivas o suficiente para manter unidos os grupos de moleculas de fosfolipideos. En- 
tretanto, em certas misturas lipidicas nas bicamadas artificiais, pode-se observar uma 
segregagao de fase onde determinados lipideos se agrupam formando dominios sepa- 
rados (Figura 10-12). 

Houve um longo debate entre os biologos celulares acerca de se as moleculas lipi¬ 
dicas da membrana plasmatica das celulas vivas segregam em dominios especializados, 
denominados balsas lipidicas. Embora muitos lipideos e proteinas de membrana nao 
estejam uniformemente distribuidos, a segregagao da fase lipidica em grande escala e 
raramente observada nas membranas das celulas vivas. Em vez disso, lipideos e protei¬ 
nas especificos de membrana estao concentrados de maneira dinamica e temporaria por 
interagoes protema-protema, permitindo a formagao provisoria de regioes especializa- 
das da membrana (Figura 10-13). Tais agrupamentos podem ser pequenos nanogru- 
pos, contendo poucas moleculas, ou grandes agrupamentos que podem ser vistos por 
microscopia eletronica como a caveola, envolvida na endocitose (discutido no Capitulo 
13). A tendencia das misturas dos lipideos que sofrem segregagao, como ocorre nas bica¬ 
madas artificiais (ver Figura 10-12), pode auxiliar na formagao de balsas nas membranas 






CAPITULO 10 Estrutura da membrana 573 



das celulas vivas, organizando e concentrando as protemas de membrana para o trans¬ 
pose nas vesiculas (discutido no Capitulo 13) ou para trabalharem juntas na reuniao 
das protemas, quando convertem sinais extracelulares em intracelulares (discutido no 
Capitulo 15). 


Figura 10-13 Modelo de um domfnio 
de balsa. As interagoes fracas proteina- 
-protefna, protefna-lipfdeo e lipfdeo-lipfdeo 
se reforgam mutuamente distribuindo 
os componentes em domfnios de balsas. 

0 colesterol, esfingolipfdeos, glicolipfdeos, 
protemas ancoradas ao glicosilfosfa- 
tidilinositol (GPI) e algumas protefnas 
transmembrana estao concentradas 
nesses domfnios. Observe que devido a 
sua composigao, os domfnios de balsas 
apresentam um espessamento da mem¬ 
brana. Mais adiante, veremos os glicolipf- 
deos, as protefnas ancoradas ao GPI e os 
oligossacarfdeos conectores. (Adaptada 
de D. Lingwood and K. Simons, Science 
327:46-50, 2010.) 


As gotas lipfdicas sao circundadas por uma monocamada 
fosfolipfdica 

A maioria das celulas armazena um excesso de lipideos como gotas lipidicas, de onde 
pode ser obtida a materia-prima para a smtese de membranas ou uma fonte de alimento. 
As celulas de gordura, tambem denominadas adipocitos, sao especializadas no armaze- 
namento de lipideos. Elas contem grandes gotas lipidicas que preenchem quase todo o 
citoplasma. A maioria dos outros tipos celulares possuem muitas gotas lipidicas peque- 
nas, com tamanho e quantidades variaveis conforme seu estado metabolico. Os acidos 
graxos podem ser liberados das gotas lipidicas quando necessario e exportados para 
outras celulas pela corrente sangumea. As gotas lipidicas armazenam lipideos neutros 
como triacilglicerideos e esteres de colesterol, os quais sao sintetizados de acidos graxos 
e colesterol por enzimas na membrana do RE. Elas sao moleculas exclusivamente hi- 
drofobicas e agregam-se em gotas tridimensionais em vez de em bicamadas, pois esses 
lipideos nao contem grupamentos de cabegas hidrofilicas. 

As gotas lipidicas sao organelas unicas, pois sao circundadas por uma unica cama- 
da de fosfolipideos, a qual contem uma grande variedade de protemas. Algumas dessas 
protemas sao enzimas envolvidas no metabolismo dos lipideos, mas a fungao da maio¬ 
ria delas e desconhecida. As gotas lipidicas se formam rapidamente quando as celulas 
sao expostas a altas concentragoes de acidos graxos. Acredita-se que elas se formem de 
regibes discretas na membrana do RE onde estao concentradas muitas enzimas do me¬ 
tabolismo dos lipideos. A Figura 10-14 mostra um modelo de como as gotas lipidicas 
podem formar e adquirir sua monocamada circundante de fosfolipideos e protemas. 


A assimetria da bicamada lipfdica e funcionalmente importante 

As composigoes de lipideos das duas monocamadas da bicamada lipidica de muitas 
membranas sao surpreendentemente distintas. Na membrana dos globulos vermelhos 


Bicamada 

fosfolipfdica 



Triacilglicerois e 
esteres de colesterol 


Monocamada 

fosfolipfdica 


Retfculo endoplasmatico 


Protefnas associadas 


Figura 10-14 Modelo para a formagao 
de gotas lipfdicas. Os lipideos neutros 
sao depositados entre as duas monocama¬ 
das da membrana do RE. Ali eles se agre- 
gam em gotas tridimensionais que brotam 
e se destacam da membrana do RE com 
uma unica organela circundada por uma 
monocamada fosfolipfdica e protefnas 
associadas. (Adaptada de S. Martin e R.G. 
Parton, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 7:373- 
378, 2006. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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Figura 10-15 Distribute) assimetrica 
de fosfolipideos e glicolipideos na 
bicamada lipidica de eritrocitos huma- 
nos. As cores usadas para os grupamentos 
de cabegas polares dos fosfolipideos sao as 
mesmas introduzidas na Figura 10-3. Alem 
disso, os glicolipideos estao representados 
com os grupamentos de cabegas polares 
em forma hexagonal ( azul). 0 colesterol 
(nao mostrado) se distribui da mesma for¬ 
ma nas duas monocamadas. 

humanos (eritrocitos), por exemplo, quase todas as moleculas de fosfolipideos que pos- 
suem colina - (CH 3 ) 3 N + CH 2 CH 2 OH - em seu grupamentos de cabegas (fosfatidilcolina e 
esfingomielina) estao na monocamada externa, enquanto quase todas que contem um 
grupo amino primario terminal (fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina) estao na mono¬ 
camada interna (Figura 10-15). Ha uma significativa diferenga nas cargas entre as duas 
metades da bicamada, porque a fosfatidilserina, negativamente carregada, esta localiza- 
da na monocamada interna. No Capitulo 12, discutiremos como os fosfolipideos translo- 
cadores ligados a membrana produzem e mantem a assimetria lipidica. 

A assimetria lipidica e funcionalmente importante, em especial na conversao de 
sinais extracelulares em sinais intracelulares (discutido no Capitulo 15). Muitas protei- 
nas citosolicas se ligam a grupamentos de cabegas lipidicas especificos encontrados na 
monocamada do citosol da bicamada lipidica. A enzima proteina-cinase C (PKC ), por 
exemplo, que e ativada em resposta a varios sinais extracelulares, liga-se a porgao cito- 
plasmatica da membrana plasmatica onde a fosfatidilserina esta concentrada e requer 
esses fosfolipideos negativamente carregados para sua atividade. 

Em outros casos, grupamentos de cabegas lipidicas especificos primeiramente 
devem ser modificados para criar sitios de ligagao de proteinas em regibes e em mo- 
mentos determinados. Um exemplo e o fosfatidilinositol (PI), um dos fosfolipideos se- 
cundarios que estao concentrados na monocamada citosolica da membrana celular 
(ver Figura 13-10A-C). Varias cinases lipidicas podem adicionar grupos fosfato em po- 
sigoes distintas no anel inositol, criando sitios de ligagao que recrutam proteinas espe- 
cificas do citosol para a membrana. Um exemplo importante de tal cinase lipidica e a 
fosfoinositideo 3-cinase (PI 3-cinase), a qual e ativada em resposta a sinais extracelulares 
e auxilia no recrutamento de proteinas sinalizadoras intracelulares para a porgao cito¬ 
solica da membrana plasmatica (ver Figura 15-53). Cinases lipidicas similares fosfori- 
lam os fosfolipideos inositol na membrana intracelular auxiliando no recrutamento de 
proteinas que guiam o transporte de membrana. 

Os fosfolipideos na membrana plasmatica ainda sao usados de outra forma para 
converter sinais extracelulares em intracelulares. A membrana plasmatica contem varias 
fosfolipases que sao ativadas por sinais extracelulares para clivar moleculas fosfolipidicas 
especificas, gerando fragmentos dessas moleculas que atuam como mediadores celula- 
res de vida curta. Por exemplo, a fosfolipase C cliva um fosfolipideo inositol da mono¬ 
camada citosolica da membrana plasmatica para gerar dois fragmentos, um dos quais 
permanece na membrana e auxilia a ativagao da PKC, enquanto o outro e liberado para 
o citosol e estimula a liberagao da Ca 2+ do RE (ver Figura 15-28). 

Os animais exploram a assimetria dos fosfolipideos de sua membrana plasmati¬ 
ca para distinguir entre celulas vivas e celulas mortas. Quando uma celula animal sofre 
apoptose (uma forma de morte celular programada, discutida no Capitulo 18), a fosfa¬ 
tidilserina, que normalmente esta confinada a monocamada citosolica (ou interna) da 
bicamada lipidica da membrana plasmatica, rapidamente se transloca para a monoca¬ 
mada extracelular (ou externa). A fosfatidilserina exposta na superficie celular sinaliza 
para as celulas vizinhas, como os macrofagos, para fagocitar e digerir a celula morta. 
Acredita-se que a translocagao da fosfatidilserina nas celulas apoptoticas ocorra por 
meio de dois mecanismos: 

1. Inativagao do translocador de fosfolipideo, que normalmente transporta esse lipi- 
deo da monocamada externa para a monocamada interna. 

2. Ativagao da “scramblase” (de scramble , embaralhar), que transfere os fosfolipideos 
de forma inespecifica nas duas diregoes entre as duas monocamadas. 
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Os glicolipfdeos sao encontrados na superficie de todas as 
membranas plasmaticas eucarioticas 

As moleculas lipidicas que contem agucar, denominadas glicolipideos, possuem uma 
simetria exagerada em sua distribuigao na membrana. Essas moleculas, seja na mem¬ 
brana plasmatica ou nas membranas intracelulares, sao encontradas exclusivamente 
na monocamada mais distante do citosol. Nas celulas animais, elas sao constituidas 
de esfingosina, exatamente como a esfingomielina (ver Figura 10-3). Essas intrigantes 
moleculas tendem a se associar parcialmente atraves de ligagoes de hidrogenio entre 
seus agucares e parcialmente atraves de forgas de van der Waals entre suas longas e re- 
tas cadeias de hidrocarbonos, as quais fazem se dividirem em fases de balsas lipidicas 
(ver Figura 10-13). A distribuigao assimetrica dos glicolipideos na bicamada resulta da 
adigao de grupos de agucares as moleculas lipidicas no lumen do aparelho de Golgi. 
Assim, o compartimento no qual eles sao produzidos e topologicamente equivalente 
ao exterior da celula (discutido no Capitulo 12). Assim que sao liberados na membrana 
plasmatica, os grupos de agucares sao expostos na superficie celular (ver Figura 10-15), 
onde desempenham importantes papeis nas interagoes da celula com suas vizinhas. 

Os glicolipideos provavelmente ocorrem em todas as membranas plasmaticas das 
celulas eucarioticas, nas quais geralmente constituem cerca de 5% das moleculas lipi¬ 
dicas da monocamada externa. Eles tambem sao encontrados em algumas membranas 
intracelulares. O mais complexo dos glicolipideos, os gangliosideos, contem oligossa- 
carideos com uma ou mais porgao de acido sialico, que confere aos gangliosideos uma 
carga negativa (Figura 10-16). O mais abundante, entre os mais de 40 diferentes ganglio¬ 
sideos ja identificados, esta localizado na membrana plasmatica das celulas nervosas, na 
qual os gangliosideos constituem 5 a 10% da massa total de lipideo. Tambem sao encon¬ 
trados em menores quantidades nos outros tipos celulares. 

As sugestoes com relagao a fungao dos glicolipideos provem de sua localizagao. 
Na membrana plasmatica das celulas epiteliais, por exemplo, os glicolipideos estao con- 
finados na superficie apical exposta, onde podem auxiliar a proteger a membrana contra 
as graves condigoes frequentemente ali encontradas (como baixo pH e altas concen- 
tragoes de enzimas degradantes). Os glicolipideos carregados, como os gangliosideos, 
podem ser importantes devido aos seus efeitos eletricos. Sua presenga altera o campo 
eletrico atraves da membrana e a concentragao de ions, principalmente Ca 2+ , na super¬ 
ficie da membrana. Os glicolipideos tambem atuam nos processos de reconhecimento 
celular, nos quais as protemas ligadoras de carboidratos ligadas a membrana ( lectinas ) 



(A) Galactocerebrosideo (B) Gangliosideo G M i 



Figura 10-16 Moleculas de glicolipideos. 

(A) 0 galactocerebrosideo e considerado um 
glicolipideo neutro, porque o agucar que 
forma o grupamento da sua cabega nao 
e carregado. (B) Um gangliosideo sempre 
contem uma porgao ou mais de acido sialico 
com carga negativa. Ha varios tipos de acido 
sialico; nas celulas humanas, grande parte e 
acido /V-acetilneuraminico, ou NANA, cuja 
estrutura esta apresentada em (C). Enquanto 
em bacterias e plantas quase todos os gli¬ 
colipideos sao derivados do glicerol, como a 
maioria dos fosfolipideos, nas celulas animais 
quase todos os glicolipfdeos tern como base 
a esfingosina, como e o caso da esfingomie¬ 
lina (ver Figura 10-3). Gal, galactose, Glc, 
glicose; GalNAc, A/-acetilgalatosamina; estes 
tres agucares nao sao carregados. 
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se ligam aos grupos de agucares de glicolipideos e glicoprotemas no processo de adesao 
celula-celula (discutido no Capitulo 19). Camundongos mutantes deficientes de todos 
os gangliosideos complexos apresentam anormalidades no sistema nervoso, incluindo 
degeneragao axonal e redugao da mielinizagao. 

Alguns glicolipideos sao a porta de entrada para determinadas toxinas bacterianas e 
virus. O gangliosideo G M1 (ver Figura 10-16), por exemplo, atua como um receptor de super- 
ficie celular para a toxina bacteriana que causa a diarreia debilitante da colera. As toxinas 
da colera se ligam e entram somente naquelas celulas que possuem G M1 em sua superficie, 
incluindo as celulas epiteliais intestinais. Sua entrada na celula causa um aumento na con- 
centragao do AMP ciclico intracelular (discutido no Capitulo 15) que, por sua vez, provoca 
um grande efluxo de Cl , levando a secregao de Na + , K + , HC0 3 “e agua no intestino. O polio- 
mavirus tambem entra na celula apos inicialmente se ligar aos gangliosideos. 

Resumo 

As membranas biologicas consistem em uma camada dupla contmua de moleculas lipi- 
dicas onde as proteinas de membrana fleam embebidas. Essa bicamada lipidica efluida, 
com moleculas lipidicas individuals capazes de difundirem-se rapidamente dentro de sua 
propria monocamada. As moleculas lipidicas de membrana sao anflfllicas. Quando co- 
locadas em agua, elas se reunem espontaneamente em bicamadas, as quaisformam um 
compartimentofechado. 

Embora as membranas celulares contenham centenas de especies diferentes de 
lipideos, a membrana plasmatica das celulas animais contem tres classes principals: os 
fosfolipideos, o colesterol e os glicolipideos. Os fosfolipideos sao classiflcados em duas cate- 
gorias de acordo com sua cadeia principal: os fosfoglicerideos e os esfingolipideos. A com- 
posigao de lipideos das monocamadas interna e externa sao diferentes , refletindo as dis- 
tintas fungoes das duas faces da membrana celular. Diferentes misturas de lipideos sao 
encontradas na membrana das celulas de diferentes tipos, bem como nas varias membra¬ 
nas de uma unica celula eucaridtica. Osfosfolipideos inositol sao uma classe secundaria 
de fosfolipideos, os quais, nofolheto citosolico da bicamada lipidica da membrana plas- 
matica, desempenham uma importante fungao na sinalizagao intracelular: em resposta 
a sinais extracelulares, cinases lipidicas especificas fosforilam os grupamentos de cabegas 
desses lipideos paraformar sitios de ancoragem para proteinas sinalizadoras citosolicas, 
enquanto fosfolipases especificas clivam determinados fosfolipideos inositol para gerar 
pequenas moleculas de sinalizagao intracelular. 

PROTEINAS DE MEMBRANA 

Embora a bicamada lipidica fornega a estrutura basica das membranas biologicas, as pro- 
teinas de membrana desempenham a maioria das fungoes especificas da membrana e, 
portanto, fornecem a cada tipo de membrana celular suas caracteristicas e propriedades 
funcionais. Como consequencia, as quantidades e os tipos de proteinas das membranas 
sao altamente variaveis. Na membrana de mielina, que atua principalmente como isolan- 
te eletrico do axonio da celula nervosa, menos de 25% da massa da membrana sao cons- 
tituidos por proteina. Por outro lado, nas membranas envolvidas com a produgao de ATP 
(como a membrana interna das mitocondrias e dos cloroplastos), aproximadamente 75% 
sao proteinas. Uma membrana plasmatica tipica possui uma quantidade intermediaria 
de proteinas, com cerca de metade de sua massa. Contudo, sempre ha mais moleculas 
lipidicas do que moleculas de proteina nas membranas celulares, pois as moleculas lipi¬ 
dicas sao pequenas quando comparadas com as moleculas de proteina, cerca de 50 mo¬ 
leculas lipidicas para cada molecula de proteina nas membranas celulares que possuem 
massa de proteina de 50%. As proteinas de membrana variam amplamente em estrutura 
e no modo como se associam com a bicamada lipidica, refletindo suas fungoes distintas. 

As proteinas de membrana podem se associar a bicamada lipidica 
de varias maneiras 

A Figura 10-17 mostra as diferentes formas pelas quais as proteinas podem se associar a 
membrana. Como seus vizinhos lipidicos, essas proteinas de membrana sao anfifilicas, 
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possuindo uma regiao hidrofobica e uma hidrofilica. Muitas protemas de membrana atra- 
vessam a bicamada lipidica e, portanto, sao denominadas protemas transmembrana, 
com uma porgao em cada um dos lados (Figura 10-17, exemplos 1, 2 e 3). Suas regioes hi- 
drofobicas passam pela membrana e interagem com as caudas hidrofobicas das moleculas 
lipidicas do interior da bicamada, onde sao mantidas fora da agua. Suas regioes hidrofilicas 
estao expostas a agua nos dois lados da membrana. A ligagao covalente da cadeia de acidos 
graxos que se inserem na monocamada citosolica da bicamada lipidica aumenta a hidrofo- 
bicidade de algumas dessas protemas transmembrana (ver Figura 10-17, exemplo 1). 

Outras protemas de membrana estao localizadas inteiramente no citosol e estao 
anexadas a monocamada citosolica da bicamada lipidica, tanto por uma a-helice anfifi- 
lica exposta na superficie da protema (Figura 10-17, exemplo 4) quanto por uma ou mais 
cadeias lipidicas covalentemente ligadas (Figura 10-17, exemplo 5). Ainda, outras pro¬ 
temas de membrana estao totalmente expostas na superficie externa da celula, ligada a 
bicamada lipidica somente por uma ligagao covalente (por meio de um oligossacarideo 
especifico) a um lipideo de ancoragem na monocamada externa da membrana plasma- 
tica (Figura 10-17, exemplo 6). 

As protemas ligadas aos lipideos, no exemplo 5 da Figura 10-17, sao constituidas 
de protemas soluveis no citosol e estao subsequentemente ancoradas as membranas 
por uma ligagao covalente ao grupo lipidico. Entretanto, as protemas do exemplo 6 sao 
constituidas de protemas que passam uma unica vez pela membrana, produzidas no RE. 
Quando ainda no RE, o segmento transmembrana da protema e liberado por clivagem e 
uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e adicionada, deixando a protema ligada 
a superficie nao citosolica da membrana do RE somente por essa ancora (discutida no 
Capitulo 12). Finalmente, as vesiculas de transporte levam a protema para a membrana 
plasmatica (discutido no capitulo 13). 

As protemas associadas a membrana nao se estendem para o interior hidrofobi- 
co da bicamada lipidica, ao contrario desses exemplos, elas ficam ligadas a uma das faces 
da membrana por meio de interagoes nao covalentes com outras protemas da membra¬ 
na (Figura 10-17, exemplos 7 e 8). Muitas das protemas deste tipo podem ser liberadas 
da membrana por procedimentos de extragao suaves, como a exposigao a forgas ionicas 
muito altas ou muito baixas ou a pH extremo, que interferem nas interagoes protema- 
-protema, mas deixam a bicamada lipidica intacta. Essas protemas normalmente sao re- 
feridas como protemas perifericas de membrana. As protemas transmembrana e muitas 
protemas mantidas na bicamada lipidica por grupos lipidicos ou regioes de polipeptide- 
os hidrofobicos que se inserem no centro hidrofobico da bicamada lipidica nao podem 
ser liberadas dessa forma. 


Figura 10-17 Varias maneiras pelas 
quais as protemas se associam a bica¬ 
mada lipidica. Acredita-se que a maioria 
das protemas de membrana atravesse a 
bicamada como uma unica a-helice (1), 
como multiplas a-helices (2) ou como 
uma folha p (um barril (3) (3). Algumas 
dessas protemas de "passagem unica" e 
"passagem multipla" possuem cadeias de 
acidos graxos covalentemente ligadas in- 
seridas na monocamada lipidica citosolica 
(1). Outras protemas de membrana estao 
expostas em apenas um lado da mem¬ 
brana (4). Algumas delas estao ancoradas 
na superficie citosolica por uma a-helice 
anfifflica que divide a monocamada cito¬ 
solica da bicamada lipidica atraves da face 
hidrofobica da helice. (5) Outras estao 
ligadas a bicamada apenas por uma cadeia 
lipidica covalentemente ligada - uma ca- 
mada de acido graxo ou um grupo prenila 
(ver Figura 10-18) — a monocamada cito¬ 
solica ou, por meio de um oligossacarideo 
ligante ao fosfatidilinositol, a monocama¬ 
da nao citosolica - denominado ancora de 
GPI. (7,8) Finalmente, protemas associadas 
a membrana sao ligadas a membrana so¬ 
mente por interagoes nao covalentes com 
outras protemas da membrana. A maneira 
como essa estrutura (5) e formada esta 
ilustrada na Figura 10-18, enquanto o 
modo como a ancora de GPI (6) e formada 
e mostrada na Figura 12-52. Os detalhes 
de como as protemas da membrana 
associam-se a bicamada lipidica serao dis- 
cutidos no Capitulo 12. 


As ancoras lipidicas controlam a localizagao de algumas proteinas 
de sinalizagao na membrana 

O modo como as protemas de membrana estao associadas a bicamada lipidica reflete a 
fungao da protema. Somente as protemas transmembrana podem atuar nos dois lados 
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Figura 10-18 Ligagao de protemas de 
membrana por meio de uma cadeia 
de acido graxo ou de um grupo prenila. 

A ligagao covalente de um dos tipos de 
lipideos pode auxiliar na localizagao de 
proteinas soluveis em agua para a membra¬ 
na, apos sua sintese no citosol. 

(A) Uma das cadeias de acido graxo (acido 
miristico) e ligada a uma glicina N-terminal 
por uma ligagao amida. (B) Uma cadeia de 
acido graxo (acido palmitico) e ligada por 
uma ligagao tioester a uma cisteina. 

(C) Um grupo prenila (farnesila ou um mais 
longo, o geranilgeranila) e ligado por uma 
ligagao tioester a um residuo de cisteina 
inicialmente localizado a quatro residuos da 
extremidade C-terminal da proteina. Apos 
a prenilagao, os tres ultimos aminoacidos 
sao clivados e o novo C-terminal e metilado 
antes da insergao da ancora na membrana 
(nao mostrado). A estrutura das ancoras 
lipidicas sao apresentadas abaixo: (D) uma 
ancora miristoil (derivada de uma cadeia de 
acido graxo saturado com 14 carbonos), (E) 
uma ancora palmitoil (uma cadeia de acido 
graxo saturado com 16 carbonos) e (F) uma 
ancora farnesila (uma cadeia hidrocarbona- 
da de 15 carbonos insaturados). 


da bicamada ou transportar moleculas atraves dela. Os receptores de superficie celu- 
lar, por exemplo, sao geralmente protemas transmembrana que ligam moleculas sina- 
lizadoras do espago extracelular e geram sinais intracelulares diferentes do lado oposto 
da membrana plasmatica. Para transferir uma pequena molecula hidrofilica atraves da 
membrana, uma proteina de transporte de membrana deve proporcionar uma via para a 
molecula atravessar a barreira permeavel hidrofobica da bicamada lipidica. A arquitetu- 
ra molecular de protemas que cruzam a membrana varias vezes (Figura 10-17, exemplos 
2 e 3) e ideal para essa fungao, como sera discutido no Capitulo 11. 

Por outro lado, protemas que atuam em um unico lado da bicamada lipidica com 
frequencia estao associadas exclusivamente a um dos lados da monocamada lipidica ou 
a um dominio da proteina daquele lado. Algumas protemas de sinalizagao intracelular, 
por exemplo, que auxiliam na transmissao dos sinais extracelulares para o interior das 
celulas sao ligadas a porgao citosolica da membrana plasmatica por um ou mais grupos 
lipidicos ligados covalentemente, os quais podem ser cadeias de acidos graxos ou grupos 
prenila (Figura 10-18). Em alguns casos, o acido miristico, um acido graxo saturado de 
14 carbonos, e adicionado na porgao N-terminal do grupo amino da proteina durante 
sua sintese em um ribossomo. Todos os membros da familia Src de tirosinas-cinase cito- 
plasmaticas (discutido no Capitulo 15) sao miristoilados dessa forma. A ligagao a mem¬ 
brana, atraves de uma unica ancora de lipideo, nao e muito forte, entao um segundo 
grupo lipidico frequentemente e adicionado, ancorando a proteina mais firmemente a 
membrana. Para a maioria das cinases Src, uma segunda modificagao lipidica e a ligagao 
de um acido palmitico, um acido graxo saturado de 16 carbonos, a uma cadeia lateral de 
cisteina da proteina. Essa modificagao ocorre em resposta a um sinal extracelular que 
auxilia a recrutar a cinase para a membrana plasmatica. Quando a via de sinalizagao e 
desligada, o acido palmitico e removido, permitindo que a cinase volte ao citosol. Outras 
protemas de sinalizagao intracelular, como as pequenas GTPases da familia Ras (discuti- 
da no Capitulo 15), usam uma combinagao de ligagao de grupo prenila e acido palmitico 
para recrutar as protemas para a membrana plasmatica. 

Muitas protemas se ligam temporariamente a membrana. Algumas sao as classicas 
protemas perifericas de membrana que se associam as membranas por interagoes regula- 
das proteina-proteina. Outras passam por uma transigao de proteina soluvel para proteina 
de membrana por meio de uma alteragao conformacional que expoe um peptideo hidro- 
fobico ou lipideo de ancoragem covalentemente ligado. Muitas das pequenas GTPases da 
familia de protemas Rab que regulam o trafego de membrana intracelular (discutido no 
Capitulo 13), por exemplo, mudam dependendo do nucleotideo que esta ligado a proteina. 
No seu estado ligado a GDP, elas sao soluveis e livres no citosol, ao passo que, no seu es- 
tado ligado a GTP, sua ancora lipidica fica exposta e as prende nas membranas. Em um 
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Figura 10-19 Segmento de uma cadeia polipeptidica que atravessa a membrana 
na bicamada lipidica como uma a-helice. Esta apresentado somente a cadeia princi¬ 
pal de carbono a da cadeia polipeptidica, com os aminoacidos hidrofobicos em verde e 
amarelo. 0 segmento polipeptidico mostrado e parte de urn centra reativo fotossintetico 
bacteriano, cuja estrutura foi determinada por difragao de raios X. (Dados baseados em 
J. Deisenhoferetal., Nature 318:618-624, 1985, e H. Michel etal., EMBOJ. 5:1149- 
1158, 1986.) 


momento, elas sao protemas de membrana e, no outro, sao protemas soluveis. Essas inte- 
ragoes dinamicas expandem muito o repertorio das fungoes da membrana. 

A cadeia polipeptidica cruza a bicamada lipidica em 
uma conformagao de a-helice na maioria das protefnas 
transmembrana 

Uma protema transmembrana sempre possui uma orientagao unica na membrana. Isso 
reflete a maneira assimetrica como ela se insere na bicamada lipidica no RE durante sua 
biossmtese (discutido no Capitulo 12) e as diferentes fungoes de seus dommios citoso- 
licos e nao citosolicos. Esses dommios sao separados por segmentos de cadeias poli¬ 
peptidicas que atravessam a membrana, os quais contatam o ambiente hidrofobico da 
bicamada lipidica e sao compostos principalmente por aminoacidos com cadeias late¬ 
rals apolares. Todas as ligagoes peptidicas da bicamada sao dirigidas para a formagao 
de ligagoes de hidrogenio, pois as ligagoes peptidicas sao polares e ha ausencia de agua. 
As ligagoes de hidrogenio entre as ligagoes peptidicas sao maximizadas se a cadeia poli¬ 
peptidica formar uma a-helice irregular na regiao que cruza a bicamada, e esta e a forma 
como a maioria dos segmentos de cadeias polipeptidicas que cruzam a membrana atra¬ 
vessam a bicamada (Figura 10-19). 

Nas protemas transmembrana de passagem unica, a cadeia polipeptidica cru¬ 
za apenas uma vez (ver Figura 10-17, exemplo 1), enquanto, nas protemas transmem¬ 
brana de passagem multipla, a cadeia polipeptidica cruza a membrana varias vezes 
(ver Figura 10-17, exemplo 2). Uma alternativa para que as ligagoes peptidicas da bica¬ 
mada lipidica sup ram suas necessidades de ligagoes de hidrogenio e o arranjo das ca¬ 
deias polipeptidicas em miiltiplas fitas transmembrana ordenadas como folhas (3 em 
forma de cilindro (por isso denominadas barris /3; ver Figura 10-17, exemplo 3). Essa 
arquitetura proteica e observada nas protemas porinas que iremos discutir mais adiante. 

O progresso da cristalografia por raios X de protemas de membrana permitiu de- 
terminar a estrutura tridimensional de muitas dessas protemas. As estruturas confirma- 
ram que frequentemente e possivel predizer, a partir da sequencia de aminoacidos da 
protema, qual parte da cadeia polipeptidica se estende atraves da bicamada lipidica. 
Segmentos contendo 20 a 30 aminoacidos com alto grau de hidrofobicidade sao longos o 
suficiente para atravessar a bicamada como uma a-helice e frequentemente podem ser 
identificados em graficos de hidropatia (Figura 10-20). A partir desses graficos, estima- 




Figura 10-20 Grafico de hidropatia 
para localizar possiveis segmentos de 
a-helice em uma cadeia polipeptidica 
que atravessa a membrana. A energia 
livre necessaria para transferir segmentos 
sucessivos de uma cadeia polipeptidica de 
urn solvente apolar para a agua e calcula- 
da a partir da composigao de aminoacidos 
de cada segmento, usando-se os dados 
obtidos a partir de modelos compostos. 
Esses calculos sao feitos para segmentos 
de urn tamanho fixo (normalmente cerca 
de 10 a 20 aminoacidos), cada urn deles 
iniciando no aminoacido imediatamente 
sucessivo da cadeia. O "indice de hidro¬ 
patia" do segmento e plotado no eixo 
Y como uma fungao de sua localizagao 
na cadeia. Urn valor positivo indica que 
existe a necessidade de energia livre 
para transferir o segmento para a agua 
(i.e., o segmento e hidrofobico), e o valor 
marcado e urn indice da quantidade de 
energia necessaria. No indice de hidro¬ 
patia aparecem picos nas regioes de 
segmentos hidrofobicos da sequencia de 
aminoacidos. (A e B) Graficos de hidropa¬ 
tia para duas protefnas de membrana que 
serao apresentadas mais adiante neste 
capitulo. A glicoforina (A) possui uma 
unica a-helice que atravessa a membrana 
e urn pico correspondente no grafico de 
hidropatia. A bacteriorrodopsina (B) possui 
sete a-helices transmembrana e sete picos 
correspondentes no grafico de hidropatia. 
(A, adaptada de D. Eisenberg, Annu. Rev. 
Biochem. 53:595-624, 1984. Com permis- 
sao de Annual Reviews.) 


Nucleo hidrofobico da 
bicamada lipidica 










580 PARTE IV Organizagao interna da celula 



Figura 10-21 Duas a-helices curtas do 
canal de agua aquaporina, cada uma 
se estendendo somente ate a metade 
da bicamada lipid ica. Na membrana 
plasmatica, quatro monomeros, um dos 
quais esta representado aqui, formam 
um tetramero. Cada monomero possui 
um poro hidrofflico em seu centra, o 
que permite que as moleculas de agua 
atravessem a membrana em uma unica 
fila (ver Figura 11 -20 e Animagao 11.6). 
As duas pequenas helices coloridas estao 
imersas em uma interface formada por in¬ 
teragoes proteina-proteina. 0 mecanismo 
pelo qual o canal permite a passagem de 
moleculas de agua e discutido com mais 
detalhes no Capitulo 11. 


-se que cerca de 30% das protemas de um organismo sejam transmembrana, enfatizando 
sua importancia. Os graficos de hidropatia nao podem identificar os segmentos trans¬ 
membrana em forma de barril (3, pois 10 aminoacidos ou menos ja sao suficientes para 
atravessar a bicamada lipidica como uma fita (3 estendida, e somente alguns aminoaci¬ 
dos das cadeias laterais sao hidrofobicos. 

A forga para maximizar as ligagoes de hidrogenio na ausencia de agua significa que 
uma cadeia polipeptidica que entra na bicamada lipidica provavelmente passe inteira- 
mente atraves dela antes de mudar de diregao, pois a flexao da cadeia requer a perda de 
interagoes regulares das ligagoes de hidrogenio. As protemas transmembrana de passa¬ 
gem multipla tambem podem conter regioes que se enovelam na membrana, de qualquer 
lado, encaixando-se nos espagos entre as a-helices da membrana sem fazer contato com 
o centro hidrofobico da bicamada lipidica. Devido ao fato de tais regioes interagirem so¬ 
mente com outras regioes polipeptidicas, elas nao precisam maximizar as ligagoes de hi¬ 
drogenio e, portanto, podem formar varias estruturas secundarias, incluindo helices que 
se estendem somente parcialmente atraves da bicamada lipidica (Figura 10-21). Tais re- 
gioes sao importantes para a fungao de algumas protemas transmembrana, incluindo as 
protemas que formam os canais de agua e canais ionicos, cujas regioes contribuem para 
as paredes dos poros que atravessam a membrana e conferem a especificidade de subs- 
trato nesses canais, como discutido no Capitulo 11. Essas regioes nao podem ser identifi- 
cadas nos graficos de hidropatia e sao somente observadas por cristalografia de raios X ou 
cristalografia eletronica (uma tecnica similar a difragao de raios X, mas realizada em um 
arranjo bidimensional de protemas) da estrutura tridimensional da proteina. 

As a-helices transmembrana frequentemente interagem umas 
com as outras 

As a-helices transmembrana de muitas protemas de membrana de passagem unica nao 
contribuem para o enovelamento dos dominios das protemas nos dois lados da mem¬ 
brana. Como consequencia, frequentemente e possivel planejar celulas para produzir 
apenas dominios citosolicos ou extracelulares dessas protemas como moleculas soluveis 
em agua. Esta estrategia tern sido valiosa para o estudo das estruturas e fungoes desses 
dominios, principalmente dos dominios das protemas receptores transmembrana (dis¬ 
cutido no capitulo 15). Uma a-helice transmembrana, mesmo de protemas de passagem 
unica, frequentemente faz mais do que apenas ancorar a proteina a bicamada lipidica. 
Muitas protemas de uma unica passagem transmembrana formam homo ou heterodi- 
meros, que sao unidos por fortes interagoes nao covalentes e altamente especificas entre 
as duas a-helices transmembrana. A sequencia de aminoacidos hidrofobicos dessas he¬ 
lices contem a informagao que coordena a interagao proteina-proteina. 

Igualmente, as a-helices transmembrana nas protemas transmembrana de passa¬ 
gem multipla ocupam posigoes especificas na estrutura enovelada da proteina que sao 
determinadas pelas interagoes entre as helices vizinhas. Essas interagoes sao cruciais 
para a estrutura e a fungao de muitos canais e transportadores que movem as moleculas 
atraves de membranas celulares. 

Nessas protemas, helices transmembrana vizinhas da estrutura enovelada da pro- 
teina protegem muitas das outras helices transmembrana dos lipideos da membrana. Por 
que, entao, essas helices protegidas sao compostas principalmente por aminoacidos hi¬ 
drofobicos? A resposta reside no modo pelo qual as protemas de passagem multipla estao 
integradas a membrana durante sua biossintese. Como discutiremos no Capitulo 12, as 
a-helices transmembrana sao inseridas sequencialmente na bicamada lipidica por uma 
proteina translocadora. Apos deixar a translocadora, cada helice e transientemente circun- 
dada por lipideos, o que requer que a helice seja hidrofobica. E somente quando a proteina 
se enovela em sua estrutura final que ocorre o contato entre as helices adjacentes, e o con¬ 
tato proteina-proteina substitui alguns dos contatos proteina-lipideo (Figura 10-22). 

Alguns barris |3 formam grandes canais 

As protemas de passagem multipla pela membrana que possuem seus segmentos trans¬ 
membrana arranjados na forma de barris p e nao na forma de a-helice sao comparati- 
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Protefna transmembrana de 
passagem multipla recem-sintetizada 



Protefna de membrana 
enovelada 


Figura 10-22 Etapas do enovelamento 
de uma protefna transmembrana de 
passagem multipla. Quando uma a-helice 
transmembrana recem-sintetizada e libera- 
da na bicamada lipfdica, ela e inicialmente 
circundada por moleculas lipfdicas. Com o 
enovelamento da protefna, o contato entre 
as helices desloca algumas moleculas lipfdi¬ 
cas que circundam as helices. 


vamente rigidas e, portanto tendem a formar cristais facilmente quando isoladas. Assim, 
algumas delas estao entre as primeiras estruturas de protemas de passagem multipla 
transmembrana a serem determinadas por cristalografia de raios X. O numero de fitas 
nos barris (3 variam amplamente, entre 8 e 22 fitas (Figura 10-23). 

As protemas na forma de barris (3 sao abundantes na membrana externa das bac- 
terias, mitocondrias e cloroplastos. Algumas sao protemas formadoras de poros, os quais 
criam canais cheios de agua permitindo que pequenas moleculas hidrofilicas seleciona- 
das atravessem a membrana. As porinas sao exemplos bem estudados (exemplo 3 da Fi¬ 
gura 10-23C). Muitos barris de porinas sao formados por 16 fitas antiparalelas de folhas (3 
enroladas em uma estrutura cilmdrica. As cadeias laterais de aminoacidos polares reves- 
tem o canal aquoso na regiao interna, enquanto as cadeias laterais apolares projetam-se 
para o exterior do barril para interagirem com o centro hidrofobico da bicamada lipidica. 
As algas da cadeia polipeptidica frequentemente projetam-se para o lumen do canal, es- 
treitando-o de modo que somente determinados solutos podem passar. Algumas porinas 
sao, portanto, altamente seletivas: a maltoporina, por exemplo, preferencialmente permi- 
te que a maltose ou os oligomeros de maltose atravessem a membrana externa da E. coli. 

A proteina FepA e um exemplo mais complexo de uma proteina de transporte de 
barril (3 (Figura 10-23D). Ela transporta ions ferro atraves da membrana externa bacte- 
riana. Ela e formada por 22 fitas (3 e um grande dominio globular que preenche com- 
pletamente o interior do barril. Os ions ferro se ligam a esse dominio por meio de um 
mecanismo desconhecido que move ou altera sua conformagao para transferir o ferro 
atraves da membrana. 

Nem todas as protemas de barril (3 sao protemas de transporte. Algumas formam 
pequenos barris completamente preenchidos por cadeias laterais de aminoacidos que 
se projetam para o centro. Essas protemas atuam como receptores ou enzimas (Figu- 


Figura 10-23 Barris p formados por 
diferentes numeros de fitas p. 

(A) A protefna OmpA de E. coli atua como 
um receptor para um virus bacteriano. 

(B) A protefna OMPLA de E. coli e uma en- 
zima (uma lipase) que hidrolisa moleculas 
lipfdicas. Os aminoacidos que catalisam a 
reagao enzimatica (apresentados em ver- 
melho) projetam-se para fora da superffcie 
do barril. (C) A porina da bacteria Rhodo- 
bacter capsulatus forma um poro atraves 
da membrana repleto de agua. 0 diametro 
do canal e restrito pelas algas (apresen- 
tadas em azul) que se posicionam para o 
interior do canal. (D) A protefna FepA de 

E. coli transporta ions ferro. 0 interior do 
barril e preenchido por um dominio de 
uma protefna globular (apresentada em 
azul) que contem o sftio de ligagao do fon 
ferro (nao mostrado). 
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Figura 10-24 Uma protema transmembrana de passagem unica. Observe que a ca- 
deia polipeptidica atravessa a bicamada lipidica como uma a-helice em sentido horario, e 
as cadeias de oligossacarideos e as ligagoes dissulfeto estao todas na superficie nao cito¬ 
solica da membrana. Os grupos sulfidrila do domfnio citosolico da proteina normalmente 
nao formam ligagoes dissulfeto devido ao ambiente redutor do citosol que mantem esses 
grupos em sua forma reduzida (-SH). 

ra 10-23A e B), e o barril atua como uma ancora rigida, a qual mantem a protema na 
membrana e orienta as algas citosolicas que formam os sitios de ligagao para moleculas 
intracelulares especificas. 

A maioria das protemas de membrana de passagem multipla das celulas eucari- 
oticas e na membrana plasmatica bacteriana e formada por a-helices transmembrana. 
As helices podem deslizar umas contra as outras, permitindo mudangas conformacio- 
nais na protema que podem abrir e fechar os canais ionicos, transportar solutos ou trans- 
duzir sinais extracelulares em intracelulares. Por outro lado, nas protemas de barris |3, 
as ligagoes de hidrogenio ligam cada fita (3 rigidamente a sua vizinha, tornando pouco 
provavel a ocorrencia de mudangas conformacionais na parede do barril. 

Muitas proteinas de membrana sao glicosiladas 

A maioria das protemas transmembrana das celulas animais e glicosilada. Como nos gli¬ 
colipideos, os residuos de agiicar sao adicionados no lumen do RE e no aparelho de Gol¬ 
gi (discutido nos Capitulos 12 e 13). Por essa razao, as cadeias de oligossacarideos estao 
sempre presentes na porgao nao citosolica da membrana. Uma outra diferenga impor- 
tante entre as protemas (ou partes das protemas) dos dois lados da membrana resulta do 
ambiente redutor do citosol. Esse ambiente diminui a chance de que ligagoes dissulfeto 
(S-S) inter e intracadeias se formem entre cistemas da porgao citosolica da membrana. 
Essas ligagoes formam-se na porgao nao citosolica, onde podem auxiliar na estabilizagao 
da estrutura enovelada da cadeia polipeptidica ou na sua associagao com outras cadeias 
polipeptidicas (Figura 10-24). 

Os carboidratos revestem a superficie de todas as celulas eucarioticas, pois a parte 
extracelular da maioria das protemas da membrana plasmatica e glicosilada. Esses car¬ 
boidratos ocorrem como cadeias de oligossacarideos covalentemente ligadas as protei¬ 
nas da membrana (glicoprotemas) e aos lipideos (glicolipideos); tambem ocorrem como 
cadeias de polissacarideos das moleculas de proteoglicanos integrais de membrana. 
Os proteoglicanos, que consistem em longas cadeias polissacaridicas ligadas de forma 
covalente ao centro da protema, sao encontrados principalmente no exterior da celula, 
como parte da matriz extracelular (discutida no Capitulo 19). No entanto, em alguns pro¬ 
teoglicanos, as protemas do centro se estendem atraves da bicamada lipidica ou estao 
ligadas a bicamada por uma ancora de GPI. 

Os termos glicocalice ou revestimento celular algumas vezes sao usados para des- 
crever uma zona da superficie celular rica em carboidratos. Essa camada de carboidrato 
pode ser visualizada por meio de varios corantes, como o vermelho de rutenio (Figura 
10-25A), bem como por sua afinidade por protemas ligadoras de carboidratos, como as 
lectinas, que podem ser marcadas com um corante fluorescente ou outros marcadores 
visiveis. Apesar de a maioria dos grupos agiicares estar ligada a moleculas intrinsecas 
de membrana plasmatica, a camada de carboidratos tambem contem glicoprotemas e 
proteoglicanos que sao secretados para o espago extracelular e entao adsorvidos na su¬ 
perficie celular (Figura 10-25B). Muitas dessas macromoleculas adsorvidas sao com- 
ponentes da matriz extracelular, e o limite entre a membrana plasmatica e a matriz ex¬ 
tracelular frequentemente nao e bem definido. Uma das muitas fungoes da camada de 
carboidrato e proteger a celula contra danos quimicos ou mecanicos e manter outras 
celulas a distancia, prevenindo interagoes indesejaveis celula-celula. 

As cadeias laterais oligossacaridicas das glicoprotemas e dos glicolipideos sao 
muito diversas na organizagao de seus agiicares. Embora normalmente contenham me- 
nos de 15 agiicares, as cadeias frequentemente sao ramificadas, e os agiicares podem ser 
unidos por varios tipos de ligagoes covalentes, diferentemente dos aminoacidos de uma 
cadeia polipeptidica, os quais estao unidos por ligagoes peptidicas identicas. Ate mesmo 
tres agiicares podem ser unidos para formar centenas de trissacarideos distintos. A di- 
versidade e a posigao dos oligossacarideos expostos na superficie celular os tornam ade- 
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Figura 10-25 A camada de carboidrato 
da superffcie celular. (A) Esta micrografia 
eletronica da superffcie de um linfocito 
corado com vermelho de rutenio enfatiza 
a espessa camada rica em carboidrato que 
reveste a celula. (B) A camada de carboi¬ 
drato e formada pelas cadeias laterais dos 
oligosssacarfdeos dos glicolipfdeos e das 
glicoprotefnas de membrana e das cadeias 
de polissacarfdeos dos proteoglicanos da 
membrana. Alem disso, as glicoprotefnas 
e os proteoglicanos adsorvidos (nao mos- 
trados) contribuem para a camada de car- 
boidratos em muitas celulas. Observe que 
todos os carboidratos estao na superffcie 
nao citosolica da membrana. (A, cortesia 
de Audrey M. Glauert e G.M.W. Cook.) 


quados para atuar no processo de reconhecimento celular. Como discutimos no Capi- 
tulo 19, as lectinas ligadas a membrana plasmatica que reconhecem oligossacarideos 
especificos nas glicoprotefnas e glicolipfdeos da superffcie celular medeiam diversos 
processos temporaries de adesao celula-celula, incluindo aqueles que ocorrem nas res- 
postas inflamatorias e recirculagao dos linfocitos (ver Figura 19-28). 

As protefnas de membrana podem ser solubilizadas e purificadas 
em detergentes 

Em geral, somente os agentes que rompem as associates hidrofobicas e destroem a bi¬ 
camada lipfdica podem solubilizar protefnas de membrana. Os agentes mais uteis entre 
eles sao os detergentes, que sao pequenas moleculas anfifflicas de estrutura variavel 
(Animagao 10.4). Os detergentes sao mais soluveis em agua do que os lipfdeos. Suas 
extremidades polares (hidrofilicas) podem ser carregadas (ionicas), como no dodecil- 
sulfato de sodio (SDS , sodium dodecyl sulfate), ou nao carregadas (nao ionicas), como no 
octilglicosideo e no Triton (Figura 10-26A). Em baixas concentrates, os detergentes sao 
monomericos em solugao, mas quando suas concentrates sao aumentadas acima do 
limiar, o que e denominado concentragao micelar critica (CMC), eles se agregam forman- 
do micelas (Figura 10-26B-D). Acima da CMC, as moleculas de detergente difundem-se 
de forma rapida para dentro e para fora das micelas, mantendo a concentragao do mo- 
nomero em solugao constante, independentemente do numero de micelas presentes. 
Tanto a CMC quanto o numero medio de moleculas de detergente em uma micela sao 
propriedades caracteristicas de cada detergente, mas tambem dependem da tempera- 
tura, do pH e da concentragao de sais. As solugoes de detergente sao, portanto, sistemas 
complexos e dificeis de serem estudados. 
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Figura 10-26 Estrutura e fungao dos detergentes. (A) Os tres detergentes normalmente usados sao o dodecilsulfato de sodio (SDS), um detergente anio- 
nico, o Triton X-100 e o (3-octilglicosfdeo, esses ultimos nao ionicos. 0 Triton X-100 e uma mistura de compostos nos quais a regiao entre colchetes esta repe- 
tida 9 a 10 vezes. A porgao hidrofobica de cada detergente esta representada em amarelo, e a porgao hidrofilica em laranja. (B) Em baixas concentragoes, as 
moleculas de detergente sao monomericas em solugao. Com o aumento da concentragao acima da concentragao micelar critica (CMC), algumas moleculas do 
detergente formam micelas. Observe que a concentragao do monomero de detergente permanece constante acima da CMC. (C) Devido ao fato de possufrem 
extremidades polares e apolares, as moleculas de detergente sao anfifilicas, e por possufrem a forma de cone, formam micelas em vez de bicamadas (ver Figura 
10-7). Acredita-se que as micelas de detergente possuam formas irregulares, e devido as restrigoes de empacotamento, as caudas hidrofflicas ficam parcialmen- 
te expostas a agua. (D) O modelo de preenchimento espacial mostra a estrutura da micela composta por 20 moleculas de (3-octilglicosfdeo, preditas pelos cal- 
culos de dinamica molecular. Os grupamentos de cabegas estao apresentados em vermelho e as caudas hidrofobicas em cinza. (B, adaptada de G. Gunnarsson, 
B. Jonsson e H. Wennerstrom, i. Phys. Chem. 84:3114-3121, 1980; C, de S. Bogusz, R.M. Venable e R.W. Pastor, J. Phys. Chem. B 104:5462-5470, 2000.) 


Quando misturadas as membranas, as extremidades hidrofobicas dos detergentes 
se ligam as regioes hidrofobicas das protemas das membranas, onde deslocam as mole¬ 
culas lipidicas como um colar de moleculas de detergente. Como a outra extremidade da 
molecula de detergente e polar, esta ligagao tende a colocar as protemas de membrana 
em solugao como complexos protema-detergente (Figura 10-27). Normalmente, algu¬ 
mas moleculas lipidicas tambem permanecem ligadas a protema. 

Os detergentes ionicos fortes como o SDS podem solubilizar mesmo a mais hidro¬ 
fobica das protemas de membrana. Isso permite que as protemas sejam analisadas por 
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (discutido no Capitulo 8), um procedimento 
que revolucionou o estudo das protemas. Tais detergentes fortes, entretanto, deseno- 
velam (desnaturam) as protemas, ligando-se aos "centros hidrof6bicos ,, internos, tor- 
nando as protemas inativas e incapacitando-as para estudos funcionais. Entretanto, as 
protemas podem ser facilmente separadas e purificadas na forma desnaturada em SDS. 
Em alguns casos, a remogao do SDS permite a renaturagao da protema, recuperando a 
atividade funcional. 

Muitas protemas de membrana podem ser solubilizadas e entao purificadas em 
uma forma ativa pelo uso de detergentes brandos. Esses detergentes cobrem as regioes 
hidrofobicas nos segmentos que atravessam a membrana que se tornam expostos apos 
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a remogao dos lipideos, mas nao desenovelam as protemas. Se a concentragao de deter¬ 
gente de uma solugao de protemas de membrana solubilizadas e reduzida (p. ex. ; por 
diluigao), as protemas de membrana nao permanecem soluveis. Na presenga de um ex- 
cesso de moleculas de fosfolipideos em tal solugao, contudo, as protemas de membrana 
incorporam-se em pequenos lipossomos, que se formam espontaneamente. Dessa for¬ 
ma, sistemas de protemas de membrana funcionalmente ativas podem ser reconstituf- 
dos de componentes purificados, proporcionando um poderoso meio para a analise da 
atividade dos transportadores de membrana, canais ionicos, receptores de sinalizagao, e 
assim por diante (Figura 10-28). Tal reconstituigao funcional, por exemplo, fornece pro- 
vas da hipotese de que as enzimas que produzem ATP (ATP sintase) usam os gradientes 
de H + nas mitocondrias, cloroplastos e membranas bacterias para produzir ATP. 


Figura 10-27 Solubilizagao de uma 
proteina de membrana com um deter¬ 
gente nao ionico suave. 0 detergente 
rompe a bicamada lipidica e solubiliza as 
proteinas como complexos detergente- 
-lipideo-proteina. Os fosfolipideos da 
membrana tambem sao solubilizados pelo 
detergente, como as micelas detergente- 
-lipideo. 




Micelas de detergente 
+ monomeros 


0 % 


Micelas detergente-lipideo 


PURIFICAgAO 
DA BOMBA DE Na + -K + 




ADigAO DE 
FOSFOLIPIDEOS 
(misturados com 
detergente) 


Bomba de Na + -K + funcional 
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Figura 10-28 Uso de detergentes nao 
ionicos suaves para solubilizar, purifi- 
car e reconstituir sistemas de proteinas 
de membranas funcionais. Neste exem¬ 
plo, as moleculas da bomba de Na + -K + sao 
purificadas e incorporadas em vesiculas de 
fosfolipideos. Essa bomba esta presente 
na membrana plasmatica da maioria das 
celulas animais onde usa a energia da 
hidrolise do ATP para expulsar o Na + da 
celula e deixar o K + entrar, como discutido 
no Capitulo 11. 
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Figura 10-29 Modelo de uma protema 
de membrana reconstitufda em nano¬ 
disco. Quando o detergente e removido 
de uma solugao contendo proteinas de 
passagem multipla na membrana, lipideos 
e uma subunidade proteica da lipoproteina 
de alta densidade (HDL), as proteinas da 
membrana tornam-se embebidas em uma 
pequena mancha da bicamada lipidica, 
que e circundada por urn cinturao da pro- 
teina HDL. Nesses nanodiscos, as bordas 
hidrofobicas da mancha da bicamada sao 
protegidas por esse cinturao de proteinas, 
que os torna soluveis em agua. 
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"Cinturao" Fosfolipfdeos 



5 nm 
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As proteinas de membrana tambem podem ser reconstituidas a partir de detergen¬ 
te em solugao em nanodiscos, que sao pequenos segmentos de membrana de tamanho 
uniforme circundados por um cinturao de proteinas, que cobre as bordas expostas da 
bicamada para manter o segmento em solugao (Figura 10-29). O cinturao e derivado de 
lipoprotemas de alta densidade (HDLs), que mantem os lipideos soluveis para o trans¬ 
pose no sangue. Nos nanodiscos, as proteinas de membrana de interesse podem ser 
estudadas em seu ambiente lipidico natural e fica acessivel nos dois lados da bicamada, 
o que e util, por exemplo, para os experimentos com a ligagao de ligantes. As proteinas 
dos nanodiscos tambem podem ser analisadas por microscopia eletronica de particu- 
las unicas para determinar sua estrutura. Por meio dessa tecnica que esta sendo rapida- 
mente aprimorada (discutida no Capitulo 9), a estrutura de uma protema de membrana 
pode ser determinada em alta resolugao sem a necessidade de cristalizar a protema de 
interesse em um padrao regular, o que normalmente e dificil de se obter para proteinas 
de membrana. 

Os detergentes tambem desempenham um papel crucial na purificagao e na cris- 
talizagao de proteinas de membrana. O desenvolvimento de novos detergentes e novos 
sistemas de expressao, que produzem grandes quantidades de proteinas de membrana 
a partir de clones de cDNA, levou ao rapido aumento do mimero de estruturas tridi- 
mensionais de membrana e proteinas de membrana conhecidos, embora ainda sejam 
poucos quando comparados com as estruturas conhecidas dos complexos de proteinas 
e proteinas soluveis em agua. 

A bacteriorrodopsina e uma bomba de protons (H + ) dirigida por 
luz que atravessa a bicamada lipidica como sete a-helices 

No Capitulo 11, consideraremos como as proteinas de membrana de passagem multipla 
medeiam o transporte seletivo de pequenas moleculas hidrofilicas atraves da membra¬ 
na celular. No entanto, o entendimento detalhado de como a protema de transporte de 
membrana atua requer uma informagao precisa sobre sua estrutura tridimensional na 
bicamada. A bacteriorrodopsina foi a primeira protema de transporte de membrana cuja 
estrutura foi determinada e permanece o prototipo de muitas proteinas de multipassa- 
gem pela membrana com estrutura similar. 

A “membrana purpura” da arqueia Halobacterium salinarum e uma regiao espe- 
cializada da membrana plasmatica que content uma unica especie de molecula proteica, 
a bacteriorrodopsina (Figura 10-30A). A protema atua como uma bomba de H + ativada 
pela luz que transfere H + para fora da celula da arqueia. Como as moleculas da bacterior¬ 
rodopsina sao densamente empacotadas e organizadas como um cristal bidimensional 
planar (Figura 10-30B e C), foi possivel determinar sua estrutura tridimensional combi- 
nando a microscopia eletronica com a analise da difragao eletronica - um procedimento 
denominado cristalografia de eletrons, mencionado anteriormente. Esse metodo tern 
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Figura 10-30 Manchas da membrana 
purpura, a qual contem bacteriorro- 
dopsina na arqueia Halobacterium 
salinarum. (A) Essas arqueias vivem 
em pogas de agua salgada, onde estao 
expostas a luz solar. Elas desenvolveram 
uma variedade de proteinas ativadas pela 
luz, incluindo a bacteriorrodopsina, a qual 
e uma bomba de H + da membrana plas¬ 
matica ativada pela luz. (B) As moleculas 
de bacteriorrodopsina das manchas da 
membrana purpura sao bem empacotadas 
em arranjos cristalinos bidimensionais. (C) 
Detalhe da superffcie de moleculas visua- 
lizado por microscopia de forga atomica. 
Com essa tecnica, podem-se observar as 
moleculas de bacteriorrodopsina indivi¬ 
duals. (D) Esbogo da localizagao aproxima- 
da do monomero de bacteriorrodopsina e 
das a-helices na imagem apresentada em 
(C). (B-C, cortesia de Dieter Oesterhelt; D, 
PDBcodigo: 2BRD.) 


1 nm 



permitido visualizar as primeiras estruturas de muitas proteinas de membrana que eram 
dificeis de cristalizar a partir de solugoes com detergentes. Depois disso, a estrutura da 
bacteriorrodopsina foi confirmada e aprimorada para altfssima resolugao por cristalo- 
grafia de raios X. 

Cada molecula de bacteriorrodopsina e enovelada em sete a-helices transmembra- 
na bastante proximas e contem um unico grupo de absorgao de luz, ou cromoforo (neste 
caso, o retinal), que confere a cor purpura a proteina. O retinal e a vitamina A na forma de 
aldeido, identico ao cromoforo encontrado na rodopsina das celulas fotorreceptoras dos 
olhos dos vertebrados (discutido no Capitulo 15). O retinal esta covalentemente ligado 
a cadeia lateral de uma lisina da proteina bacteriorrodopsina. Quando ativado por um 
unico foton de luz, o cromoforo excitado muda sua forma e causa uma serie de mudangas 
conformacionais na proteina, resultando na transference de um H + do interior para o 
exterior da celula (Figura 10-31 A). Sob luz intensa, cada molecula de bacteriorrodopsina 
pode bombear varias centenas de protons por segundo. A transference de protons esti- 
mulada pela luz estabelece um gradiente de H + atraves da membrana plasmatica que, por 
sua vez, estimula a produgao de ATP por uma segunda proteina da membrana plasmatica 
da celula. A energia armazenada no gradiente de H + tambem conduz outros processos 
que requerem energia na celula. Assim, a bacteriorrodopsina converte a energia solar em 
um gradiente de protons, o qual fornece energia para a arqueia. 

A estrutura cristalina de alta resolugao da bacteriorrodopsina revelou muitas mo¬ 
leculas lipidicas ligadas em locais especificos na superffcie da proteina (Figura 10-3IB). 



Figura 10-31 Estrutura tridimensional 
da molecula de bacteriorrodopsina. 
(Animagao 10.5). (A) A cadeia polipep- 
tfdica atravessa a bicamada lipfdica sete 
vezes como uma a-helice. Sao mostrados 
a localizagao do cromoforo retinal ( roxo ) 
e o provavel caminho percorrido pelos H + 
durante o ciclo de bombeamento ativado 
pela luz. A primeira e fundamental etapa 
e a passagem do H + do cromoforo pela 
cadeia lateral do acido aspartico 85 ( ver- 
melho, localizado adjacente ao cromoforo) 
que ocorre quando da absorgao de um 
foton pelo cromoforo. Subsequentemente, 
outras transferences de H + , indicadas em 
ordem numerica e utilizando as cadeias la¬ 
terals dos aminoacidos hidrofflicos que for- 
mam uma passagem atraves da membra¬ 
na, completam o ciclo de bombeamento 
e a enzima retorna ao seu estado inicial. 
Codigo de cores: acido glutamico (/aranya), 
acido aspartico ( vermelho ), arginina ( azul ). 
(B) Estrutura cristalina em alta resolugao da 
bacteriorrodopsina mostra muitas mole¬ 
culas de lipideos (amarelo com as cabegas 
vermelhas) que estao fortemente ligadas a 
locais especificos na superffcie da proteina. 
(A, adaptada de H. Luecke et al., Science 
286:255-261, 1999. Com permissao de 
AAAS; B, de H. Luecke et al., J. Mol. Biol. 
291:899-911, 1999. Com permissao de 
Academic Press.) 
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Acredita-se que interagoes com lipideos especificos auxiliem a estabilizar muitas protei- 
nas de membrana, as quais atuam melhor e as vezes cristalizam mais facilmente se al- 
guns dos lipideos permanecem ligados durante a extragao com detergente ou se lipideos 
especificos sao novamente adicionados a protema nas solugoes com detergente. A espe- 
cificidade dessas interagoes protema-lipideo explica por que as membranas eucarioticas 
contem tal variedade de lipideos com as cabegas diferindo em tamanho, forma e carga. 
Podemos imaginar os lipideos de membrana como constituindo um solvente bidimen- 
sional para as protemas na membrana, assim como a agua e o solvente tridimensional 
para as protemas em solugao aquosa. Algumas protemas de membrana podem atuar so- 
mente na presenga de grupos especificos de cabegas lipidicas, assim como muitas enzi- 
mas em solugoes aquosas precisam de um determinado ion para sua atividade. 

A bacteriorrodopsina e um membro de uma grande superfamilia de protemas de 
membrana com estruturas semelhantes, mas fungoes e orientagoes distintas. Por exemplo, 
a rodopsina nos bastonetes da retina de vertebrados e de muitas protemas receptoras de 
superficie celular que ligam moleculas sinalizadoras extracelulares tambem sao compostas 
por sete a-helices transmembrana. Essas protemas atuam como transdutoras de sinais ao 
inves de transportadoras: cada uma responde a um sinal extracelular pela ativagao de uma 
protema de ligagao ao GTP (protema G) no interior da celula e, portanto, sao chamadas re- 
ceptores acoplados a protema G (GPCRs, G-protein-coupled receptors ), como sera discutido 
no Capitulo 15 (ver Figura 15-6B). Embora as estruturas da bacteriorrodopsina e dos GPCRs 
sejam muito similares, eles nao apresentam similaridade em sua sequencia e, provavel- 
mente, pertencem a dois ramos evolutivamente distintos de uma familia proteica ancestral. 
Uma classe de protemas de membrana relacionadas, as rodopsinas de canais que as algas 
verdes utilizam para detectar, formam canais ionicos quando absorvem um foton. Quando 
projetadas para serem expressas no cerebro de animais, elas tornam-se ferramentas valio- 
sas na neurobiologia porque permitem que neuronios especificos sejam estimulados expe- 
rimentalmente ao serem iluminados, como veremos no Capitulo 11 (Figura 11-32). 

As proteinas de membrana frequentemente atuam como grandes 
complexos 

Muitas protemas de membrana atuam como parte de complexos com multiplos compo- 
nentes, muitos dos quais tern sido estudado por cristalografia de raios X. Um deles e o centro 
de reagaofotossintetica bacteriano, que foi o primeiro complexo de protemas de membrana 
a ser cristalizado e analisado por difragao de raios X. No Capitulo 14, discutiremos como tal 
complexo fotossintetico atua para capturar a energia da luz usando-a para bombear pro¬ 
tons atraves da membrana. Muitos dos complexos proteicos de membrana envolvidos na 
fotossmtese, na bomba de protons e no transporte de eletrons sao centros de reagao ainda 
maiores do que o fotossintetico. O enorme complexo fotossistema II da cianobacteria, por 
exemplo, contem 19 subunidades proteicas e mais de 60 helices transmembrana (ver Figura 
14-49). As protemas de membrana sao frequentemente organizadas em grandes comple¬ 
xos, nao somente para captar varias formas de energia, mas tambem para a transdugao de 
sinais extracelulares em sinais intracelulares (discutido no Capitulo 15). 

Muitas proteinas de membrana difundem-se no piano da 
membrana 

Como a maioria dos lipideos de membrana, as protemas de membrana nao saltam {flip - 
-flop ) atraves da bicamada lipidica, mas giram sobre um eixo perpendicular ao piano da 
bicamada {difusao rotacional). Alem disso, muitas protemas de membrana sao capazes 
de se mover lateralmente dentro da membrana {difusao lateral ). A primeira evidencia 
direta de que algumas protemas de membrana plasmatica se movem no piano da mem¬ 
brana e decorrente de um experimento com celulas de camundongos artificialmente 
fusionadas com celulas humanas para produzir celulas hibridas {heterocariontes). Dois 
anticorpos marcados diferentemente foram usados para distinguir protemas selecio- 
nadas da membrana plasmatica de camundongo e humana. Apesar de inicialmente as 
protemas de camundongo e humanas estarem confinadas as suas proprias metades no 
heterocarionte recem-formado, os dois conjuntos de protemas se difundiram e se mis- 
turaram em toda a superficie da celula em aproximadamente meia hora (Figura 10-32). 



CAPITULO 10 Estrutura da membrana 589 



Celula hibrida 
recem-fusionada 


Difusao das protefnas 
plasmaticas da 
membrana 
com o tempo 



As taxas de difusao lateral das protemas de membrana podem ser medidas utilizan- 
do-se a tecnica de recuperagao da fluorescencia apos fotoclareamento (FRAP, fluorescence 
recovery after photobleaching). O metodo normalmente envolve a marcagao da protema 
de membrana de interesse com um grupamento fluorescente especifico. Isso pode ser feito 
tanto com um ligante fluorescente, como um anticorpo marcado com um fluoroforo que se 
liga a protema de interesse, quanto com a tecnologia do DNA recombinante para expressar 
a protema fusionada a uma protema fluorescente como a protema verde fluorescente (GFP, 
green fluorescent protein ) (discutido no Capitulo 9). Entao, o grupamento fluorescente e 
clareado em uma pequena area da membrana por um feixe de laser , e mede-se o tempo 
que as protemas de membrana adjacentes, carregando ligantes nao clareados ou a GFP, 
levam para se difundir para dentro da area clareada (Figura 10-33). A partir das analises 
por FRAP, podemos estimar o coeficiente de difusao de uma protema de superficie celular 
marcada. As medigoes de protemas cuja difusao seja minimamente impedida indicam que 
as membranas celulares possuem uma viscosidade semelhante ao azeite de oliva. 

Uma desvantagem da tecnica de FRAP e que ela monitora o movimento de gran- 
des populates de moleculas em uma area relativamente grande da membrana, e nao e 
possivel seguir moleculas de protemas individuais. Por exemplo, se a protema nao mi- 
gra para a area clareada, nao e possivel afirmar se a molecula e imovel ou se seus mo- 
vimentos estao restritos a uma pequena regiao da membrana, talvez por protemas do 
citoesqueleto. Tecnicas de rastreamento de uma unica particula resolvem esse proble- 
ma marcando moleculas de membrana individuais com anticorpos ligados a corantes 
fluorescentes ou a pequenas particulas de ouro e seguindo seu movimento por video 
microscopia. Utilizando-se o rastreamento de uma unica particula, pode-se registrar a 
via de difusao de uma unica molecula de protema de membrana por um determinado 
periodo de tempo. Os resultados obtidos usando-se todas estas tecnicas indicaram que 
as protemas de membrana plasmatica diferem amplamente com relagao a suas caracte- 
risticas de difusao, como veremos a seguir. 
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Figura 10-32 Experimento demons- 
trando a mistura de protemas da 
membrana plasmatica em celulas hibri- 
das de camundongo-humanas. Neste 
experimento, uma celula humana e uma 
celula de camundongo sao fusionadas 
para criar uma celula hibrida que foi 
corada com dois anticorpos marcados 
com fluoroforos. Um anticorpo (marcado 
com corante verde) detecta proteina da 
membrana plasmatica de camundongo e 
o outro anticorpo (marcado com corante 
vermelho) detecta protefnas da membrana 
plasmatica humana. Quando as celulas 
sao coradas imediatamente apos a fusao, 
as protefnas da membrana plasmatica 
humana e de camundongos ainda estao 
nos domfnios originais da celula humana e 
de camundongo, respectivamente. Entre- 
tanto, apos um curto perfodo, as protefnas 
da membrana plasmatica se difundem por 
toda a superficie celular e se misturam 
completamente. (De L.D. Frye e M. Edidi- 
ne, J. Cell Sci. 7:319-335, 1970. Com per- 
missao de The Company of Biologists.) 


Figura 10-33 Medindo a taxa de 
difusao lateral de uma proteina 
de membrana por recuperagao da 
fluorescencia apos dareamento. Uma 

proteina de interesse especffica pode ser 
expressa como uma proteina de fusao com 
a proteina verde fluorescente (GFP), que 
e intrinsecamente fluorescente. As mole¬ 
culas fluorescentes sao clareadas em uma 
pequena area usando um feixe de laser. 

A intensidade da fluorescencia e recupe- 
rada a medida que as moleculas clareadas 
difundem-se para fora e as moleculas nao 
clareadas difundem-se para dentro da 
area irradiada (aqui apresentadas como 
uma vista lateral e superior). O coeficiente 
de difusao e calculado com base em um 
grafico da taxa de recuperagao: quanto 
maior o coeficiente de difusao da proteina 
de membrana, mais rapida a recuperagao 
(Animagao 10.6). 
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As celulas podem confinar protefnas e lipfdeos em dominios 
especfficos em uma membrana 

O reconhecimento de que as membranas biologicas sao fluidos bidimensionais foi o 
principal avango para o entendimento da estrutura e da fungao das membranas. En- 
tretanto, ficou claro que a descrigao da membrana como um grande mar de lipideos, 
onde todas as protemas flutuam livremente, e extremamente simplificada. A maioria das 
celulas confinam as protemas de membrana em regioes especificas na bicamada lipi- 
dica contmua. Ja discutimos como as moleculas de bacteriorrodopsina da membrana 
purpura da Halobacterium se organizam em grandes cristais bidimensionais nos quais 
as moleculas de protemas individual estao relativamente fixas umas as outras (ver Fi- 
gura 10-30). Os complexos das ATP sintases da membrana mitocondrial interna tambem 
se associam em longas linhas duplas como veremos no Capitulo 14 (ver Figura 14-32). 
Grandes agregados desse tipo se difundem lentamente. 

Em celulas epiteliais, como aquelas que revestem o intestino ou os tubulos renais, 
determinadas enzimas e protemas de transporte da membrana plasmatica estao con- 
finadas na superficie apical da celula, enquanto outras estao confinadas na superficie 
lateral e basal (Figura 10-34). Essa distribuigao assimetrica das protemas de membrana 
frequentemente e essencial para as fungoes do epitelio, como sera discutido no Capitu¬ 
lo 11 (ver Figura 11-11). A composigao de lipideos desses dois dommios de membrana 
tambem e diferente, demonstrando que as celulas epiteliais podem impedir a difusao 
dos lipideos e de moleculas de proteina entre os dommios. Acredita-se que as barreiras 
formadas por um tipo especifico de jungao intercelular (denominada jungao compacta, 
discutida no Capitulo 19; ver Figura 19-18) mantenham a separagao das moleculas de 
proteina e de lipideos. Claramente, as protemas de membrana que formam essas jun- 
goes intercelulares nao podem se difundir lateralmente nas membranas que interagem. 

Uma celula tambem pode criar dommios de membrana sem usar as jungoes inter¬ 
celulares. Como ja vimos, acredita-se que a regulagao das interagoes proteina-proteina 
na membrana cria dommios de balsas em nanoescala que atuam na sinalizagao e trafe- 
go de membrana. Um exemplo extremo e observado no espermatozoide de mamiferos, 
uma celula unica formada por varias partes distintas estrutural e funcionalmente, cober- 
ta por uma membrana plasmatica contmua. Quando um espermatozoide e examinado 
por meio de microscopia de fluorescencia com varios anticorpos, cada um reagindo com 
uma determinada molecula da superficie, observa-se que a membrana consiste em pelo 
menos tres dommios distintos (Figura 10-35). Algumas das moleculas da membrana sao 
capazes de se difundir livremente dentro dos limites do seu proprio dominio. A nature- 
za molecular da “barreira” que impede que as moleculas deixem seus dommios nao e 
conhecida. Varias outras celulas possuem barreiras similares na membrana que restrin- 
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Figura 10-34 Como as moleculas de membrana podem estar restritas a um determinado dominio de 
membrana. Nesta representagao de uma celula epitelial, a proteina A (no dominio apical da membrana plasma¬ 
tica) e a proteina B (nos dominios laterais e basais) podem se difundir lateralmente em seu proprio dominio, mas 
sao impedidas de entrarem nos outros dommios, pelo menos parcialmente, devido as jungoes especializadas 
celula-celula denominadas jungoes compactas. As moleculas de lipideos da monocamada externa da membrana 
plasmatica (extracelular) sao igualmente capazes de se difundir entre os dois dominios; entretanto, os lipideos 
na monocamada interna (citosolica) sao capazes de faze-lo (nao mostrado). A lamina basal e um fino tapete de 
matriz extracelular que separa as camadas epiteliais dos outros tecidos (discutido no Capitulo 19). 
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Porgao anterior 
da cabega 

Porgao posterior 
da cabega 


Cauda 
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gem a difusao das protemas de membrana em determinados dommios da membrana. A 
membrana plasmatica das celulas nervosas, por exemplo, content um dominio que cir- 
cunda o corpo celular e os dendritos, e outro que circunda o axonio. Acredita-se que um 
cinturao de filamentos de actina fortemente associado com a membrana plasmatica na 
jungao axonio-corpo celular forma parte de uma barreira. 

A Figura 10-36 apresenta quatro maneiras comuns de imobilizagao de protemas 
de membrana especificas por meio de interagoes protema-protema. 

0 citoesqueleto cortical proporciona forga mecanica e restringe a 
difusao das proteinas de membrana 

Como ilustrado na Figura 10-36B e C, uma maneira comum pela qual a celula restrin¬ 
ge a mobilidade lateral de protemas especificas de membrana e prende-las a grupos de 
moleculas dos dois lados da membrana. Por exemplo, a forma biconcava caracteristi- 
ca dos globulos vermelhos (eritrocitos) (Figura 10-37) e resultante das interagoes entre 
as protemas da membrana plasmatica com o citoesqueleto adjacente, o qual consiste, 
principalmente, em uma rede de protema filamentosa, a espectrina. A espectrina e uma 
longa protema fina em forma de bastao flexivel com cerca de 100 nm de comprimento. 
Por ser o principal componente do citoesqueleto dos eritrocitos, ela mantem a integri- 
dade estrutural e a forma da membrana plasmatica, a qual e a unica membrana dessas 
celulas, pois nao possuem rnicleo ou organelas. O citoesqueleto de espectrina e fixado 
na membrana atraves de varias protemas de membrana. O resultado e uma malha flexi¬ 
vel em forma de rede que cobre toda a superficie citosolica da membrana do eritrocito 
(Figura 10-38). Esse citoesqueleto composto basicamente por espectrina permite que os 
eritrocitos suportem a pressao sobre a sua membrana quando passam atraves de capila- 
res muito finos. Os camundongos e os seres humanos com anormalidades geneticas na 
espectrina sao anemicos e possuem eritrocitos esfericos (em vez de concavos) e frageis. 
A gravidade da anemia aumenta com o grau de deficiencia de espectrina. 

Uma rede de citoesqueleto analoga, porem mais elaborada e altamente dinamica, 
e encontrada abaixo da membrana plasmatica da maioria das outras celulas do nosso or- 


Figura 10-35 Tres dommios da membra¬ 
na plasmatica de um espermatozoide 
de cobaia. (A) Representagao esquematica 
do espermatozoide de cobaia. (B-D) Nos 
tres pares de micrografias, a esquerda estao 
as micrografias de contraste de fase e a 
direita a mesma celula e mostrada com co- 
loragao de imunofluorescencia da superficie 
celular. Diferentes anticorpos monoclonais 
marcam seletivamente as moleculas de 
superficie celular na porgao anterior da 
cabega (B), na porgao posterior da cabega 
(C) e na cauda (D). (Micrografia cortesia de 
Selena Carroll e Diana Myles.) 


CZ) 


(A) 




Figura 10-36 Quatro maneiras de 
restringir a mobilidade lateral de 
proteinas especificas da membrana 
plasmatica. (A) As proteinas podem se 
auto-organizar em grandes agregados 
(como a bacteriorrodopsina na membrana 
purpura da Halobacterium salinarum)-, 
elas podem ser presas por interagoes com 
grupos de macromoleculas de dentro (B) 
ou de fora (C) das celulas, ou (D) podem 
interagir com as proteinas de superficie 
celular de outra celula. 
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Figura 10-37 Eletromicrografia de 
varredura de eritrocitos humanos. 

As celulas possuem uma forma biconcava 
e nao possuem nucleo e outras organelas 
(Animagao 10.7). (Cortesia de Bernadette 
Chailley.) 
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ganismo. Essa rede, que forma o cortex da celula, e rica em filamentos de actina, os quais 
estao ligados a membrana plasmatica de varias maneiras. A remodelagem dinamica da 
rede de actina cortical permite que a celula desempenhe muitas fungoes essenciais, in- 
cluindo o movimento celular, a endocitose e a formagao temporaria de estruturas moveis 
da membrana plasmatica, como os filopodios e lamelopodios, vistos no Capitulo 16. O 
cortex das celulas nucleadas tambem contem proteinas que sao estruturalmente analo- 
gas a espectrina e aos outros componentes do citoesqueleto dos eritrocitos. Discutire- 
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Figura 10-38 Citoesqueleto baseado em espectrina na porgao citosolica da membrana plasmatica 
de urn eritrocito humano. (A) 0 arranjo mostrado na ilustragao foi deduzido principalmente de estudos 
sobre as interagoes de proteinas purificadas in vitro. Os heterodimeros de espectrina (em maior aumento na 
ilustragao a direita) sao unidos por uma rede de "complexos juncionais" (em maior aumento na ilustragao a 
esquerda). Cada heterodimero de espectrina consiste em duas cadeias antiparalelas polipeptidicas flexiveis 
frouxamente trangadas denominadas a e p. As duas cadeias de espectrina estao ligadas de forma nao cova- 
lente uma a outra em multiplos pontos, incluindo as duas extremidades. Tanto a cadeia a quanto a cadeia 
p sao compostas por dominios repetidos. Dois heterodimeros de espectrina sao unidos pelas extremidades 
para formar tetrameros. 

Os complexos juncionais sao compostos por curtos filamentos de actina (contendo 13 monomeros de 
actina) e essas proteinas, a banda 4.1, aducina e uma molecula de tropomiosina que provavelmente deter- 
mina o tamanho dos filamentos de actina. O citoesqueleto e ligado a membrana por duas proteinas trans- 
membrana, uma proteina de passagem multipla denominada banda 3 e uma proteina de passagem unica 
denominada glicoforina. Os tetrameros de espectrina ligam-se a algumas proteinas banda 3 por moleculas 
de anquirina, e as glicoforinas e banda 3 (nao mostrada) pelas proteinas banda 4.1. 

(B) Micrografia eletronica mostrando o citoesqueleto na porgao citosolica da membrana de eritrocito 
apos fixagao e coloragao negativa. A rede de espectrina foi propositalmente esticada para permitir a visuali- 
zagao dos detalhes de sua estrutura. Em celulas normais, a rede apresenta-se mais compacta e ocupa cerca 
de urn decimo desta area. (B, cortesia de T. Byers e D. Branton, Proc. Natl Acad. Sci. USA 82:6153-6157, 

1985. Com permissao The National Academy of Sciences.) 
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Citoesqueleto cortical e Dominios da 



transmembrana 

mos o citoesqueleto cortical das celulas nucleadas e suas interagoes com a membrana 
plasmatica no Capitulo 16. 

A rede cortical do citoesqueleto restringe a difusao, nao somente das protemas 
da membrana plasmatica que estao diretamente ancoradas a ele. Como os filamentos 
do citoesqueleto estao frequentemente localizados proximos a porgao citoplasmatica 
da membrana plasmatica, eles podem formar barreiras mecanicas que obstruem a 
livre difusao das protemas na membrana. Essas barreiras dividem a membrana em 
pequenos dominios ou currais (Figura 10-39A), os quais podem ser permanentes, 
como nos espermatozoides (ver Figura 10-35), ou transitorios. As barreiras podem 
ser detectadas quando a difusao das protemas individuais da membrana e seguida 
por rastreamento de uma unica particula em alta velocidade. As protemas difundem- 
-se rapidamente, mas ficam confinadas em seus currais individuais (Figura 10-39B). 
Entretanto, ocasionalmente, alteragoes termicas fazem alguns filamentos corticais se 
desligarem transitoriamente da membrana, permitindo que a protema escape para 
um curral adjacente. 

O grau de restrigao da protema transmembrana a um curral depende de sua as- 
sociagao com outras protemas e do tamanho de seu dominio citoplasmatico. As pro¬ 
temas com grandes dominios citosolicos terao maior dificuldade de passar por essas 
barreiras do citoesqueleto. Por exemplo, quando o receptor de superficie celular se liga 
a sua molecula sinalizadora extracelular, ocorre a formagao de grandes complexos de 
protemas no dominio citosolico do receptor, tornando mais dificil que o receptor esca¬ 
pe de seu curral. Acredita-se que o cercamento auxilie a concentrar tais complexos de 
sinalizagao, aumentando a velocidade e eficiencia do processo de sinalizagao (discu- 
tido no Capitulo 15). 


Figura 10-39 Currais das protemas 
da membrana plasmatica formados 
pelos filamentos do citoesqueleto 
cortical. (A) Os filamentos proporcionam 
uma barreira de difusao que divide a 
membrana em pequenos dominios (cur¬ 
rais). (B) 0 rastreamento de uma unica 
particula em alta velocidade foi usado para 
seguir o caminho de uma unica proteina 
de membrana marcada com um tipo de 
fluoroforo por um determinado tempo. 

0 trago mostra que as moleculas de cada 
proteina (o movimento de cada uma delas 
e mostrado em cores diferentes) se difun- 
dem em dominios bem delimitados da 
membrana e poucas vezes escapam para 
os dominios vizinhos. (Adaptada de A. 
Kusumi et al., Annu. Rev. Biophys. Biomol. 
Struct. 34:351-378, 2005. Com permissao 
de Annual Reviews.) 


As proteinas de curvatura da membrana deformam as bicamadas 

As membranas celulares assumem muitas formas diferentes, como ilustrado pelas 
estruturas variadas e elaboradas das protrusoes da superficie celular e das organelas 
circundadas por membrana das celulas eucarioticas. Folhas planas, tubulos estreitos, 
vesiculas circulares, folhas fenestradas e cisternas chatas e arredondadas fazem parte 
desse repertorio. Com frequencia, varias formas estarao presentes em diferentes re- 
gioes da uma mesma bicamada continua. A forma da membrana e controlada de modo 
dinamico, pois muitos processos celulares essenciais, incluindo o brotamento de vesi¬ 
culas, movimentos celulares e divisao celular, requerem deformagoes transitorias da 
membrana muito elaboradas. Em muitos casos, a forma da membrana e influenciada 
por movimentos dinamicos de puxar e empurrar exercidos pelo citoesqueleto ou es¬ 
truturas extracelulares, como apresentado no Capitulo 13 e 16. As proteinas de cur¬ 
vatura da membrana sao cruciais na produgao dessas deformagoes que controlam 
a curvatura local da membrana. Muitas vezes, a dinamica do citoesqueleto e as forgas 
das protemas de curvatura da membrana atuam em conjunto. As protemas de curva¬ 
tura da membrana se ligam a regioes especificas da membrana quando necessario e 
atuam por um ou mais destes tres principais mecanismos: 
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(A) (B) (C) (D) 

Figura 10-40 Tres maneiras pelas quais as membranas sao moldadas pelas protemas de curvatura da membrana. As bicamadas 
lipidicas estao em cinza, e as proteinas, em verde. (A) Bicamada sem proteina ligada. (B) Uma regiao hidrofobica da proteina pode se inserir 
como uma cunha em uma monocamada, separando os grupamentos das cabegas lipidicas. Tais regioes podem ser helices anfifflicas, como 
apresentado na figura, ou grampos hidrofobicos. (C) A superficie curva de proteinas pode se ligar aos grupamentos das cabegas lipidicas e de- 
formar a membrana ou estabilizar a curvatura. (D) Uma proteina pode se ligar a urn grupo de lipideos que possuem grupamentos de cabegas 
grandes, portanto dobrando a membrana. (Adaptada de W.A. Prinz e J.E. Hinshaw, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 44:278-291,2009.) 


O QUE NAO SABEMOS 

• Devido a alta complexidade da 
composigao lipidica das membra¬ 
nas celulares, quais sao as varia- 
goes das diferentes membranas 
das organelas das celulas animais? 
Quais sao as consequencias fun- 
cionais dessas diferengas e qual 
a fungao das especies de lipideos 
menos frequentes? 

• A tendencia bioffsica dos lipideos 
e de se dividirem em fases sepa- 
radas dentro da bicamada lipidi¬ 
ca funcionalmente utilizada nas 
membranas celulares? Se sim, 
como isso e regulado e quais fun- 
goes da membrana sao controla- 
das? 

• Como as moleculas lipidicas espe- 
cificas se associam com as protef- 
nas de membrana para regular sua 
fungao? 

• Considerando que foram deter- 
minadas as estruturas de apenas 
uma pequena fragao de todas 
as proteinas de membrana, que 
novos principios da estrutura de 
membranas ainda precisam ser 
descobertos? 


1. Algumas inserem dommios proteicos hidrofobicos ou ligam ancoras lipidicas em 
um dos folhetos da bicamada lipidica. O aumento da area de somente um dos fo- 
lhetos da bicamada causa uma curvatura na membrana (Figura 10-40B). Acre- 
dita-se que as protemas que moldam a sinuosa rede dos estreitos tubulos do RE 
atuem dessa maneira. 

2. Algumas protemas de curvatura da membrana formam rigidos arcabougos que de- 
formam a membrana ou estabilizam uma membrana ja curvada (Figura 10-40C). 
As protemas de revestimento que moldam as vesiculas que brotam no transporte 
intracelular pertencem a essa classe. 

3. Algumas protemas de curvatura da membrana causam agregagao dos lipideos de 
membrana, induzindo uma curvatura. A capacidade de um lipideo em induzir uma 
curvatura positiva ou negativa na membrana e determinada por areas relativamen- 
te transversais de seus grupamentos de cabega e suas caudas hidrocarbonadas. Por 
exemplo, o grande grupamento de cabega dos fosfoinositideos torna essas molecu¬ 
las lipidicas em forma de cunha e seu acumulo em um dominio de um folheto da 
bicamada e, portanto, induzindo a curvatura positiva (Figura 10-40D). Ao contrario, 
as fosfolipases que removem os grupamentos das cabegas lipidicas produzem uma 
forma inversa induzindo uma curvatura negativa. 

Com frequencia, diferentes protemas de curvatura da membrana contri- 
buem para atingir uma determinada curvatura, como no modelamento das vesi¬ 
culas de transporte em brotamento, como veremos no Capitulo 13. 

Resumo 

Enquanto a bicamada lipidica determina a estrutura basica das membranas bioldgicas, as 
protemas sao responsaveis pela maioria das fungoes da membrana, servindo como receptores 
especificos, enzimas, transportadores, e assim por diante. As protemas transmembrana atra- 
vessam a bicamada lipidica. Algumas dessas protemas de membrana sao protemas de passa- 
gem unica, nas quais a cadeia polipeptidica atravessa a bicamada como uma unica a-helice. 
Outras sao protemas de passagem multipla, nas quais a cadeia polipeptidica cruza a bicama¬ 
da multiplas vezes, seja como uma serie de a-helices ou comofolhas /3 arranjadas na forma 
de um barril. Todas as protemas responsaveis pelo transporte de ions e de pequenas moleculas 
soluveis em agua pela membrana sao de passagem multipla. Algumas protemas de membra¬ 
na nao atravessam a bicamada, mas se ligam em um dos lados da membrana. Algumas es- 
tao ligadas na porgao citosolica por uma a-helice anfipatica na proteina de superficie ou por 
uma ligagao covalente de uma ou mais cadeias lipidicas, outras estao ligadas na porgao nao 
citosolica por uma ancora GPI. Algumas protemas associadas a membrana estao ligadas por 
meio de interagoes nao covalentes com as protemas transmembrana. Na membrana plasma- 
tica de todas as celulas eucaridticas, a maioria das protemas expostas na superficie celular e 
algumas moleculas de lipideos da monocamada externa possuem cadeias de oligossacarideos 
covalentemente ligadas a elas. Como as moleculas de lipideo da bicamada, muitas protemas 
de membrana sao capazes de se difundir rapidamente no piano da membrana. Entretanto, 
as celulas possuem maneiras de imobilizar protemas espedficas da membrana, bem como 
formas de manter confinadas tanto as protemas da membrana quanto as moleculas lipidicas, 
em dommios especificos na bicamada lipidica continua. A associagao dinamica das protemas 
de curvatura da membrana conferem suas caracteristicas e formas tridimensionais. 
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TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

10-1 Embora as moleculas lipidicas sejam livres para se di- 
fundirem no piano da bicamada, elas nao podem girar (flip - 
-flop) atraves da bicamada a nao ser que enzimas catalisado- 
ras, denominadas translocadoras de fosfolipideos, estejam 
presentes na membrana. 

10-2 Todos os carboidratos da membrana plasmatica po- 
sicionam-se para fora da superficie externa da celula e todos 
os carboidratos da membrana interna posicionam-se para o 
citosol. 

10-3 Embora os dommios de membrana sejam bem conhe- 
cidos, nao ha exemplos ate o momento de dommios de mem¬ 
brana que se diferenciem em sua composigao de lipideos. 

Discuta as questoes a seguir. 

10-4 Quando a bicamada lipidica e rompida, por que ela 
nao se recupera formando uma hemimicela protegendo suas 
extremidades, como mostra a FiguraQIO-l? 


Rompimento na bicamada 



I Protegao com hemimicela 



Figura Q10-1 Rompimento da bicamada lipidica fechado com uma possivel 
protegao de "hemimicela". 

10-5 A margarina e produzida com oleo vegetal por um 
processo quimico. Voce acredita que esse processo conver- 
ta acido graxo saturado em acido graxo insaturado, ou vice- 
-versa? Justifique sua resposta. 

10-6 Se uma balsa lipidica normalmente possui 70 nm de 
diametro e cada molecula lipidica possui um diametro 
de 0,5 nm, quantas moleculas lipidicas deverao estar presen¬ 
tes em uma balsa lipidica composta somente por lipideos? A 
uma taxa de 50 moleculas lipidicas por molecula de protema 
(50% de protema por massa), quantas protemas deverao es¬ 
tar presentes em uma balsa lipidica tipica? (Ignore a perda 
de lipideos da balsa necessaria para acomodar as protemas.) 

10-7 As protemas de membrana monomericas de pas- 
sagem unica atravessam a membrana como uma unica 
a-helice que possui propriedades quimicas caracteristi- 
cas na regiao da bicamada. Qual das tres sequencias de 20 
aminoacidos descritas a seguir e a candidata mais provavel 
para tal segmento de membrana? Explique a razao da sua 
escolha. (Ver no final do livro o codigo de uma letra para os 
aminoacidos; FAMILY VW e um mnemonico conveniente 
para os aminoacidos hidrofobicos.) 


A. ITLIYFGVMAGVIGTILLIS 

B. ITPIYFGPMAGVIGTPLLIS 

C. ITEIYFGRMAGVIGTDLLIS 

10-8 Voce esta estudando a ligagao das protemas na por- 
gao citoplasmatica de celulas cultivadas de neuroblastoma e 
encontrou um metodo que fornece uma boa quantidade de 
vesiculas do avesso da membrana plasmatica. Infelizmen- 
te, sua preparagao estava contaminada com quantidades 
variaveis de vesiculas da forma normal. Nada que voce tenha 
tentado evitou esse problema. Um amigo sugeriu que voce 
passasse suas vesiculas em uma coluna de afinidade consti- 
tuida por lectina ligada a contas solidas. Qual a razao para a 
sugestao de seu amigo? 

10-9 A glicoporina, uma protema da membrana plasma¬ 
tica dos eritrocitos, existe normalmente como um homodi- 
mero unido por interagoes entre seus dommios transmem- 
brana. Como os dommios transmembrana sao hidrofobicos, 
como podem se associar entre si tao especificamente? 

10-10 Tres mecanismos pelos quais as protemas que se li- 
gam a membrana curvam a membrana estao ilustrados na 
Figura Q10-2A, B e C. Como apresentado, cada uma dessas 
protemas citosolicas de curvatura da membrana irao induzir 
uma invaginagao na membrana plasmatica. Tipos similares 
de protemas citosolicas podem induzir uma protrusao da 
membrana plasmatica (Figura Q10-2D)? Quais? Explique 
como elas atuam. 



Protrusao 


Figura Q10-2 A curvatura da membrana plasmatica pelas proteinas citoso¬ 
licas. (A) Insergao de um "dedo" da proteina no folheto citosolico da mem¬ 
brana. (B) A ligagao dos lipideos na superficie curvada de uma proteina de 
ligagao a membrana. (C) A ligagao de proteinas de membrana aos lipideos 
da membrana com grupamentos de cabegas grandes. (D) Segmento da 
membrana plasmatica mostrando uma protrusao. 
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Devido ao seu interior hidrofobico, a bicamada lipidica das membranas celulares serve 
como uma barreira a passagem da maioria das moleculas polares. Essa fungao de barrei- 
ra permite que a celula mantenha concentragoes de solutos no citosol que sao diferentes 
daquelas no liquido extracelular e em cada um dos compartimentos intracelulares de- 
limitados por membranas. No entanto, para fazer uso dessa barreira, as celulas tiveram 
que desenvolver meios para transferir moleculas hidrossoluveis especificas e ions atra¬ 
ves das suas membranas para ingerir nutrientes essenciais, excretar produtos metaboli- 
cos toxicos e regular concentragoes intracelulares de ions. As celulas utilizam protemas 
de transporte de membrana especializadas para desempenhar tais fungoes. A importan¬ 
ce do transporte de pequenas moleculas e evidenciada pelo grande numero de genes 
existente em todos os organismos que codificam as protemas envolvidas no transporte 
atraves da membrana, correspondendo a 15 a 30% das protemas de membrana em todas 
as celulas. Algumas celulas de mamiferos, como neuronios e celulas renais, empregam 
ate dois tergos de seu consumo de energia metabolica nesses processos de transporte. 

As celulas tambem podem transferir macromoleculas ou mesmo grandes particu- 
las atraves de suas membranas, mas os mecanismos envolvidos na maioria desses casos 
sao diferentes daqueles usados para transferir pequenas moleculas, sendo discutidos 
nos Capitulos 12 e 13. 

Comegamos este capitulo examinando alguns principios gerais de como pequenas 
moleculas hidrossoluveis atravessam membranas celulares. A seguir, consideraremos, 
uma de cada vez, as duas principais classes de protemas de membrana que medeiam 
esse trafego transmembrana: transportadoras, que sofrem alteragoes sequenciais de 
conformagao para o transporte de moleculas pequenas especificas atraves das membra¬ 
nas, e de canal, que formam poros estreitos que permitem o movimento passivo trans¬ 
membrana, predominantemente de agua e de pequenos ions inorganicos. Protemas 
transportadoras podem estar acopladas a uma fonte de energia para catalisar transporte 
ativo, que, junto a permeabilidade passiva seletiva, gera grandes diferengas na compo- 
sigao do citosol quando comparada a composigao dos fluidos extra ou intracelulares 
(Tabela 11-1) ou dos fluidos existentes no interior das organelas delimitadas por mem¬ 
brana. Pelo fato de gerarem diferengas na concentragao ionica inorganica atraves da bi¬ 
camada lipidica, as membranas celulares podem armazenar energia potencial na forma 
de gradientes eletroquimicos, os quais sao utilizados para acionar varios processos de 
transporte, para enviar sinais eletricos em celulas eletricamente excitaveis e (nas mito- 
condrias, nos cloroplastos e nas bacterias) para produzir a maior parte do ATP celular. 
Concentraremos nossa discussao sobretudo no transporte atraves da membrana plas- 
matica, mas mecanismos semelhantes operam atraves das outras membranas das celu¬ 
las eucarioticas, como discutido em capitulos subsequentes. 

Na ultima parte do capitulo, concentramo-nos principalmente nas fungoes dos ca- 
nais ionicos em neuronios (celulas nervosas). Nessas celulas, os canais proteicos se en- 
contram em seu mais alto nivel de sofisticagao, permitindo o estabelecimento das redes de 
neuronios que levam a cabo todas as impressionantes tarefas das quais seu cerebro e capaz. 

PRINCIPIOS DO TRANSPORTE DE MEMBRANA 

Comegamos esta segao descrevendo as propriedades das permeabilidade das bicama- 
das lipidicas sinteticas, livres de protemas. A seguir, apresentamos alguns dos termos 
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Comparagao da concentragao de ions inorganicos no interior e 
no exterior de celulas mamiferas tipicas* 

Componente 

Concentragao citoplasmatica (mM) 

Concentragao extracelular (mM) 

Cations 

Na + 

5-15 

145 

K + 

140 

5 

Mg 2+ 

0,5 

1-2 

Ca 2+ 

icr 4 

1-2 

H + 

7 x 10" 5 (1Cr 7 ' 2 M ou pH 7,2) 

4 x 10 5 (10 7 ' 4 Mou pH 7,4) 

Anions* 

cr 

5-15 

110 


*A celula deve conter quantidades iguais de cargas positivas e negativas (i.e., ser eletricamente neutra). Assim, 
alem do Cl” a celula contem muitos outros anions nao listados nesta tabela. De fato, a maioria dos constituintes 
celulares e negativamente carregada (HC0 3 “, P0 4 3 ', acidos nucleicos, metabolitos portando fosfato e grupos car- 
boxila, etc.). As concentrates de Ca 2+ e Mg 2+ fornecidas referem-se a ions livres: apesar de existir um total de cer- 
ca de 20 mM de Mg 2+ e 1 a 2 mM de Ca 2+ nas celulas, ambos os ions estao em geral ligados a outras substancias 
(como proteinas, nucleotideos livres, RNA, etc.) e, no caso do Ca 2+ , estocados no interior de diversas organelas. 


empregados para descrever as diversas formas de transporte de membrana e algumas 
estrategias usadas para caracterizar as proteinas e os processos envolvidos. 


As bicamadas lipidicas livres de proteinas sao impermeaveis a ions 


MOLECULAS 

HIDROFOBICAS 

o 2 

co 2 

n 2 

Hormonios 

esteroides 


PEQUENAS 
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POLARES 

NAO CARREGADAS 

H 2 0 

Ureia ^ 
Glicerol 

NH 3 ^ 


GRANDES 

MOLECULAS Glicose 

POLARES Sacarose 

NAO CARREGADAS 
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H + Na + _ 

hco 3 ® 

K + Ca 2+ A 
Cl“ Mg 2+ T 


Bicamada 
lipidica sintetica 


Figura 11-1 Permeabilidade relativa de 
uma bicamada lipfdica sintetica a diferen- 
tes classes de moleculas. Quanto menor a 
molecula e, mais importante, quanto menos 
fortemente ela se associa a agua, mais rapido a 
molecula difunde-se atraves da bicamada. 


Se fornecido tempo suficiente, praticamente qualquer molecula se difundira atraves de 
uma bicamada lipidica livre de proteinas a favor de seu gradiente de concentragao. A taxa 
em que acontece essa difusao, todavia, varia muito, dependendo em parte do tamanho 
da molecula, mas, sobretudo, da sua hidrofobicidade relativa (solubilidade em lipideos). 
Em geral, quanto menores e mais hidrofobicas, ou apolares, mais facilmente as moleculas 
se difundirao atraves da bicamada lipidica. As moleculas pequenas apolares, como 0 2 e 
C0 2 , facilmente dissolvem-se em bicamadas lipidicas e, portanto, difundem-se rapidamen- 
te atraves delas. As pequenas moleculas polares sem carga, como agua ou ureia, tambem se 
difundem atraves da bicamada, embora muito mais lentamente (Figura 11-1 e ver Anima- 
gao 10.3). Em contraste, as bicamadas lipidicas sao essencialmente impermeaveis a mole¬ 
culas carregadas (ions), nao importando o tamanho: a carga e o alto grau de hidratagao de 
tais moleculas impedem-nas de penetrar a fase hidrocarbonica da bicamada (Figura 11-2). 

Existem duas classes principals de proteinas de transporte de 
membrana: transportadoras e de canal 

Semelhante as bicamadas lipidicas sinteticas, as membranas celulares permitem a pas- 
sagem de pequenas moleculas apolares por difusao. As membranas celulares, todavia, 
tambem devem permitir a passagem de varias moleculas polares, como ions, agucares, 
aminoacidos, nucleotideos, agua e muitos metabolitos celulares que atravessam muito 
lentamente bicamadas lipidicas sinteticas. Algumas proteinas de transporte de mem¬ 
brana especiais sao responsaveis pela transference de tais solutos atraves das membra¬ 
nas celulares. Essas proteinas ocorrem em muitas formas e em todos os tipos de membra¬ 
nas biologicas. Cada proteina costuma transportar apenas um tipo especifico de molecula 
ou, algumas vezes, uma classe de moleculas (como ions, agucares ou aminoacidos). A 
especificidade das proteinas de transporte de membrana foi demonstrada na decada 
de 1950 por estudos que indicaram que bacterias com uma mutagao em um unico gene 
eram incapazes de transportar agucares atraves da sua membrana plasmatica. Hoje sabe- 
mos que seres humanos com mutagoes semelhantes sofrem de varios tipos de doengas 
hereditarias que afetam o transporte de solutos especificos ou classes de solutos no rim, 
no intestino ou em muitos outros tipos celulares. Os individuos com a doenga genetica 
cistinuria, por exemplo, sao incapazes de transportar certos aminoacidos (incluindo a 
cistina, o dimero de cisteina ligado por dissulfeto) da urina ou do intestino para o sangue; 
o acumulo de cistina resultante na urina leva a formagao de calculos renais de cistina. 
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Figura 11-2 Coeficientes de permeabilidade para a passagem de diferentes mole¬ 
culas atraves de bicamadas lipidicas sinteticas. A taxa de fluxo de um soluto atraves 
da bicamada e diretamente proporcional a diferenga na sua concentragao em ambos os 
lados da membrana. A multiplicagao dessa diferenga de concentragao (em mol/cm 3 ) pelo 
coeficiente de permeabilidade (em cm/s) da o fluxo de um soluto em mols por segundo 
por centimetro quadrado de membrana. Uma diferenga de concentragao de triptofano de 
1O^mol/cm 3 (10“ 4 mol / 10~ 3 L = 0,1 M), por exemplo, levara a um fluxo de 10" 4 mol/cm 3 x 
1CT 7 cm/s = 1CT 11 mol/s atraves de 1 cm 2 de membrana bicamada, ou 6 x 10 4 moleculas/s 
atraves de 1 |xm 2 de bicamada. 

Todas as protemas de transporte de membrana que foram estudadas em detalhe 
sao protemas de membrana de passagem multipla - isto e, sua cadeia polipeptfdica atra- 
vessa multiplas vezes a bicamada lipidica. Pelo fato de formarem uma passagem revesti- 
da por protemas atraves da membrana, tais protemas permitem que solutos hidrofilicos 
especificos atravessem a membrana sem que entrem em contato direto com o interior 
hidrofobico da bicamada lipidica. 

As protemas transportadoras e as protemas de canal sao as duas principais classes 
de protemas de transporte de membrana (Figura 11-3). As protemas transportadoras 
(tambem chamadas de carreadoras, ou permeases) ligam-se ao soluto especifico a ser 
transportado e sofrem uma serie de alteragoes de conformagao que levam a exposigao 
alternada dos sitios de ligagao ao soluto em um dos lados da membrana e, a seguir, no 
outro lado, para transferir o soluto atraves desta. As protemas de canal, em contraste, 
interagem muito mais fracamente com o soluto a ser transportado. Elas formam poros 
contmuos e que atravessam a bicamada lipidica. Quando abertos, esses poros permitem 
a passagem de solutos especificos (como ions inorganicos de tamanho e carga adequa- 
dos e, em alguns casos, de pequenas moleculas como agua, glicerol e amonia) atraves da 
membrana. Nao e surpreendente que o transporte por meio de protemas de canal ocorra 
a uma velocidade muito mais rapida do que o transporte mediado por protemas trans¬ 
portadoras. Apesar de a agua ser capaz de difundir-se lentamente atraves de bicamadas 
lipidicas sinteticas, as celulas usam protemas de canais especificas (denominadas ca- 
nais de agua, ou aquaporinas) que aumentam enormemente a permeabilidade de suas 
membranas a agua, como sera discutido adiante. 

O transporte ativo e mediado por proteinas transportadoras 
acopladas a uma fonte de energia 

Todas as protemas de canal e muitas protemas transportadoras somente permitem a 
passagem passiva dos solutos pela membrana (“morro abaixo”), um processo denomi- 
nado transporte passivo. No caso de transporte de uma unica molecula sem carga, e 
a diferenga na sua concentragao nos dois lados da membrana - seu gradiente de con- 
centragao - que conduz o transporte passivo e determina sua diregao (Figura 11-4A). 
Se, no entanto, o soluto porta uma carga liquida, tanto seu gradiente de concentragao 
como a diferenga de potencial eletrico atraves da membrana, o potencial de membrana, 
influenciarao seu transporte. O gradiente de concentragao e o gradiente eletrico podem 
ser combinados para formar uma forga motriz liquida, o gradiente eletroquimico, para 
cada soluto carregado (Figura 11-4B). Discutiremos gradientes eletroquimicos com 
mais detalhes no Capitulo 14. De fato, quase todas as membranas plasmaticas apresen- 
tam um potencial eletrico (i.e., uma voltagem) atraves delas, com o interior geralmente 
negativo em relagao ao exterior. Esse potencial favorece a entrada de ions carregados 
positivamente na celula, mas se opoe a entrada de ions carregados negativamente (ver 
Figura 11-4B); ele tambem se opoe ao efluxo de ions carregados positivamente. 
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Figura 11-3 Proteinas transportadoras 
e proteinas de canal. (A) Uma proteina 
transportadora alterna entre duas confor- 
magoes, de tal forma que o sitio de ligagao 
ao soluto sequencialmente e acessivel em 
um lado da bicamada e entao no outro. 

(B) Em contraste, uma proteina de canal 
forma um poro atraves da bicamada para 
poder difundir solutos especificos de for¬ 
ma passiva. 







600 PARTE IV Organizagao interna da celula 


Figura 11-4 Diferentes formas de 
transporte atraves da membrana e a 
influencia da membrana. 0 transporte 
passivo na diregao de um gradiente de 
concentragao (ou gradiente eletroqufmi- 
co - ver abaixo em B) ocorre de maneira 
espontanea, por difusao, diretamente 
atraves da bicamada lipidica ou via canais 
ou transportadoras passivas. Em contraste, 
o transporte ativo requer uma entrada de 
energia metabolica e e sempre mediado 
por transportadoras que bombeiam o 
soluto em sentido contrario ao gradien¬ 
te de concentragao ou eletroquimico. 

(B) 0 gradiente eletroquimico de um solu¬ 
to com carga (um ion) afeta seu transpor¬ 
te. Esse gradiente combina o potencial de 
membrana e o gradiente de concentragao 
do soluto. Os gradientes qumnico e eletrico 
podem atuar de forma aditiva, aumentan- 
do as forgas que direcionam um ion atra¬ 
ves da membrana (no centro) ou podem 
trabalhar um contra o outro (a direita). 
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Como ilustrado na Figura 11-4A, alem do transporte passivo, as celulas precisam ser 
capazes de bombear ativamente determinados solutos atraves da membrana “morro acima” 
em sentido contrario a seus gradientes eletroquimicos. Este transporte ativo e mediado 
por transportadoras cuja capacidade de bombeamento e direcional por serem fortemente 
acopladas a uma fonte de energia metabolica, como um gradiente ionico ou a hidrolise de 
ATP, conforme sera discutido mais adiante. O movimento de pequenas moleculas atraves 
de membranas mediado por transportadoras pode ser tanto ativo quanto passivo, ao passo 
que o movimento mediado por canais sera sempre passivo (ver Figura 11-4A). 

Resumo 

As bicamadas lipidicas sao praticamente impermeaveis a maioria das moleculas polares. 
Para transportar pequenas moleculas hidrossoluveis para o interior ou para o exterior das 
celulas , ou para os compartimentos intracelulares envoltos por membrana, as membranas 
celulares contem varias protemas de transporte, cada qual responsavel pela transference de 
um soluto ou de uma classe de solutos em particular atraves da membrana. Existem duas 
classes de protemas de transporte de membrana - transportadoras e de canal. Ambasfor- 
mam caminhos proteicos atraves da bicamada lipidica. Enquanto o transporte por transpor- 
tadores pode ser ativo ou passivo, o fluxo de soluto pelas protemas de canal e sempre passivo. 
Tanto o transporte de ions ativo quanto o passivo e influenciado pelo gradiente de concen- 
tragao desses ions e pelo potencial de membrana - ou seja, pelo seu gradiente eletroquimico. 

PROTEINAS TRANSPORTADORAS E 0 TRANSPORTE ATIVO 
DE MEMBRANA 

O processo pelo qual uma protema transportadora transfere uma molecula de soluto 
atraves da bicamada lipidica assemelha-se a uma reagao enzima-substrato, e, em muitos 
aspectos, os transportadores comportam-se como enzimas. Ao contrario da simples rea¬ 
gao enzima-substrato, no entanto, o soluto transportado nao e modificado pela protema 
transportadora, mas sim liberado de forma inalterada, no outro lado da membrana. 

Cada tipo de protema transportadora tern um ou mais sitios de ligagao especifi- 
cos para seu soluto (substrato). Elas transportam o soluto atraves da bicamada lipidica 
via uma serie de alteragoes reversiveis de conformagao que, alternadamente, expoem o 
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sitio de ligagao ao soluto em um lado e em outro da membrana - mas nunca em ambos 
os lados ao mesmo tempo. A transigao ocorre via um estado intermediario, no qual o 
soluto encontra-se inacessivel, ou ocluido, em relagao a ambos os lados da membrana 
(Figura 11-5). Quando o transportador esta saturado (ou seja, quando todos os sitios 
de ligagao ao soluto estao ocupados), a velocidade (ou taxa) de transporte e maxima. 
Essa taxa, denominada V m&K (V referindo-se a velocidade), e caracteristica para cada car- 
reador especifico. A V mAx indica a taxa na qual um carreador pode alternar entre seus 
estados conformacionais. Alem disso, cada protema transportadora tern uma afinidade 
caracteristica por seu soluto, refletida no K m da reagao, que e igual a concentragao do 
soluto quando a taxa de transporte e metade do seu valor maximo (Figura 11-6). Como 
ocorre com as enzimas, a ligagao do soluto pode ser bloqueada por inibidores competiti- 
vos (que competem pelo mesmo sitio de ligagao, podendo ou nao ser transportados) ou 
por inibidores nao competitivos (que se ligam em qualquer outra parte do transportador 
e alteram sua estrutura). 

Como discutido brevemente, e necessaria apenas uma modificagao relativamente 
pequena do modelo mostrado na Figura 11-5 para ligar uma protema transportadora a 
uma fonte de energia visando bombear um soluto “morro acima” contra seu gradiente ele- 
troquimico. As celulas realizam tal transporte ativo de tres principals formas (Figura 11-7): 

1. Os transportadores acoplados vinculam a energia estocada em gradientes de con¬ 
centragao para acoplar o transporte atraves da membrana de um soluto na diregao 
de seu gradiente ao transporte de outro soluto no sentido contrario ao seu. 

2. As bombas dirigidas por ATP acoplam o transporte contra o gradiente a hidrolise 
deATP. 

3. As bombas dirigidas por luz ou reagdes redox, encontradas em bacterias, arqueias, 
mitocondrias e cloroplastos, acoplam o transporte no sentido do gradiente a ener¬ 
gia obtida da luz, como no caso da bacteriorrodopsina (discutida no Capitulo 10), 
ou obtida de uma reagao redox, como no caso da citocromo c oxidase (discutida 
no Capitulo 14). 

Comparagoes entre sequencias de aminoacidos e estruturas tridimensionais su- 
gerem que, em muitos casos, existem fortes semelhangas na estrutura entre protemas 
transportadoras que medeiam transporte ativo e aquelas que medeiam transporte passi- 
vo. Alguns transportadores bacterianos, por exemplo, que utilizam energia armazenada 
no gradiente de H + atraves da membrana plasmatica para sustentar a captagao ativa de 
diversos agucares sao estruturalmente semelhantes aos transportadores que medeiam o 
transporte passivo de glicose na maioria das celulas animais. Isso sugere a existencia de 
uma relagao evolutiva entre diferentes protemas transportadoras. Dada a importancia 
de pequenos metabolitos e agucares como fonte de energia, nao e de se surpreender que 
a superfamilia de transportadores seja antiga. 

Iniciaremos nossa discussao a respeito do transporte ativo atraves da membrana 
considerando uma classe de transportadores acoplados direcionados por gradientes de 
concentragoes ionicas. Essas protemas desempenham um papel essencial no transporte 
de pequenos metabolitos atraves de membranas em todas as celulas. Discutiremos, en- 
tao, bombas dirigidas por ATP, incluindo a bomba de Na + -K + , encontrada na membrana 
plasmatica da maioria das celulas animais. Exemplos da terceira classe de bombas de 
transporte ativo - dirigidas por luz ou reagoes redox - sao apresentados e discutidos no 
Capitulo 14. 


Figura 11-5 Um modelo de como uma 
alteragao de conformagao em um 
transportador medeia o movimento 
passivo de um soluto. 0 transportador 
esta ilustrado em tres estados conforma¬ 
cionais: no estado aberto para fora, os 
sitios de ligagao ao soluto estao expostos 
para a parte externa da membrana; no 
estado ocluido, esses sitios estao inaces- 
siveis (independentemente do lado da 
membrana considerado); e no estado 
aberto para dentro, os sitios ficam expos¬ 
tos para o lado interno da membrana. As 
transigoes entre os estados ocorrem de 
modo aleatorio. Elas sao completamente 
reversiveis e nao dependem do fato de o 
sitio de ligagao ao soluto estar ocupado. 
Dessa forma, se a concentragao de soluto 
for maior na parte externa da bicamada, 
uma quantidade maior de soluto se ligara 
ao transportador na conformagao aberta 
para o exterior em comparagao a con¬ 
formagao aberta para o interior, e, como 
consequencia, ocorrera um balango resul- 
tando em transporte de soluto no sentido 
de seu gradiente de concentragao (ou, 
se o soluto for um ion, no sentido de seu 
gradiente eletroqumnico). 



K m Concentragao da —► 
molecula transportada 


Figura 11-6 A cinetica da difusao simples 
comparada a difusao mediada por trans¬ 
portador. Enquanto a taxa de difusao no 
transporte mediado por canais e diretamente 
proporcional a concentragao do soluto (den¬ 
tro dos limites ffsicos impostos pela area de 
superffcie total ou pela disponibilidade total 
de canais), a taxa de difusao mediada por 
transportadores alcanga um maximo (\/ m5x ) 
quando o transportador chega a saturagao. 

A concentragao do soluto, quando a taxa de 
transporte esta na metade do seu valor maxi¬ 
mo, aproxima-se da constante de ligagao (/C m ) 
do transportador para o soluto e e analoga ao 
K m de uma enzima para o seu substrato. 0 gra- 
fico se aplica a um transportador que carrega 
um unico soluto; a cinetica do transporte aco- 
plado ou do transporte de dois ou mais solutos 
e mais complexa e exibe um comportamento 
cooperative. 
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Figura 11-7 Tres maneiras de dirigir o 
transporte ativo. A molecula ativamente 
transportada e ilustrada em laranja, e a 
fonte de energia e mostrada em vermelho. 
0 transporte ativo mediado pelas reagoes 
redox e apresentado no Capitulo 14 
(ver Figuras 14-18 e 14-19). 


Figura 11-8 Este diagrama esquema- 
tico mostra proteinas transportadoras 
atuando como uniportes, simportes e 
antiportes (Animagao 11.1). 




TRANSPORTADOR 


BOMBA DIRIGIDA 


BOMBA DIRIGIDA 

ACOPLADO 


POR ATP 


POR LUZ 


0 transporte ativo pode ser dirigido por gradientes de 
concentragao de ions 


Algumas proteinas transportadoras simples e passivamente transportam um unico solu- 
to de um lado a outro da membrana sob uma taxa determinada por seus V m4x e K m ; elas 
sao denominadas uniportes. Outras atuam como transport adores acoplados, nos quais 
a transference de um soluto e estritamente dependente do transporte de um segundo. 
O transporte acoplado envolve a transference simultanea de um segundo soluto na 
mesma diregao, realizado pelos simportes (tambem chamados de cotransportadores), 
ou a transference de um segundo soluto na diregao oposta, realizado por antiportes 
(tambem chamados de permutadores) (Figura 11-8). 

A forte associagao entre o transporte de dois solutos permite a esses transportado- 
res acoplados captar a energia armazenada no gradiente eletroquimico de um soluto, em 
geral um ion inorganico, para transportar o outro. Dessa forma, a energia livre liberada 
durante o movimento de um ion inorganico a favor de um gradiente eletroquimico e 
utilizada como a forga motriz para bombear outros solutos “morro acima” contra seus 
gradientes eletroquimicos. Essa estrategia pode atuar em duas diregoes: alguns trans- 
portadores acoplados atuam como simportes, outros, como antiportes. Na membrana 
plasmatica de celulas animais, o Na + e o ion habitualmente cotransportado, porque o 
seu gradiente eletroquimico fornece uma grande forga motriz para o transporte ativo 
de uma segunda molecula. O Na + que entra na celula durante o transporte acoplado e 
subsequentemente bombeado para fora por uma bomba de Na + -K + dirigida por ATP na 
membrana plasmatica (como discutiremos adiante), a qual, por manter o gradiente de 
Na + , indiretamente controla o transporte acoplado. Diz-se de transportadores acoplados 
mediados por ions, como o que acabamos de descrever, que eles medeiam o transpor¬ 
te ativo secundario. Em contraste, diz-se que as bombas dirigidas por ATP medeiam o 
transporte ativo primario, pois nestas a energia livre da hidrolise de ATP e usada direta- 
mente para dirigir o transporte de um soluto contra seu gradiente de concentragao. 

As celulas epiteliais intestinais e renais contem uma ampla variedade de sistemas 
simporte dirigidos pelo gradiente de Na + atraves da membrana plasmatica. Cada simporte 
dirigido por Na + e especifico em relagao a importagao de um pequeno grupo de agucares ou 
aminoacidos relacionados para o interior da celula. Devido ao fato de que o Na + tende a mo- 
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Figura 11-9 Mecanismo do transporte de glicose direcionado por um gradiente de Na + . Como no modelo ilustrado na Figura 11-5, o transportador 
alterna entre os estados aberto para fora e aberto para dentro, via um estado intermediary ocluido. A ligagao de Na + e glicose e cooperativa - ou seja, a ligagao 
de qualquer uma das moleculas aumenta a afinidade da proteina pela outra. Visto que a concentragao de Na + e muito maior no espago extracelular em compa- 
ragao ao citosol, a chance de que a glicose se ligue ao transportador no estado aberto voltado para o exterior e maior. A transigao para o estado ocluido ocorre 
apenas quando tanto o Na + quanto a glicose estao ligados; suas interagoes precisas nos sitios de ligagao do soluto estabilizam ligeiramente o estado ocluido e, 
como resultado, tornam essa transigao energeticamente favoravel. Flutuagoes estocasticas provocadas por energia termica direcionam aleatoriamente o trans¬ 
portador para uma conformagao aberta para fora ou aberta para dentro. Se o complexo se abrir para fora, nada acontecera. No entanto, caso o complexo se 
abra para dentro da membrana, o Na + rapidamente se dissociara no ambiente de baixa concentragao de Na + do citosol. Quando o Na + e perdido, a dissociagao 
de glicose sera favorecida, devido a cooperatividade da ligagao entre os dois solutos. 0 resultado geral e o transporte liquido de Na + e de glicose para dentro da 
celula. Visto que o estado ocluido nao e formado quando apenas um dos solutos esta ligado, o transportador so alterara sua conformagao quando estiver total- 
mente ocupado ou completamente vazio, assegurando dessa forma um acoplamento total do transporte de Na + e glicose. 


ver-se para o interior da celula a favor do seu gradiente eletroquimico, o agucar ou o amino- 
acido e, de certa forma, “arrastado” para dentro da celula com ele. Quanto maior o gradiente 
eletroqmmico de Na + , mais soluto sera bombeado para dentro da celula (Figura 11-9). Os 
neurotransmissores (liberados por neuronios como sinalizagao nas sinapses - conforme 
discutido a seguir) sao recuperados por simportes de Na + apos sua liberagao. Estes transpor- 
tadores de neurotransmissores sao importantes alvos para drogas: estimulantes, como a co- 
caina e antidepressivos, os inibem e, consequentemente, prolongam a sinalizagao mediada 
pelos neurotransmissores, os quais nao sao removidos de maneira eficiente. 

Apesar de sua grande diversidade, os transportadores compartilham caracteristicas 
estruturais que podem explicar seu funcionamento e sua evolugao. Os transportadores em 
geral sao formados por feixes de 10 ou mais a-helices que atravessam a membrana. Os sitios 
de ligagao para ions e para os solutos estao localizados a meio caminho, dentro da membra¬ 
na, onde algumas helices apresentam quebras ou distorgoes, e cadeias laterais de aminoa- 
cidos e atomos da cadeia principal polipeptidica os formam. Nas conformagoes aberta para 
o exterior e aberta para o interior, os sitios de ligagao estao acessiveis via uma passagem que 
os conecta com um dos lados da membrana, mas nao com o outro. Ao alternar entre as duas 
conformagoes, a proteina transportadora adota transitoriamente uma conformagao fecha- 
da, na qual ambas as passagens para o exterior estao fechadas; isso impede que o ion dire- 
cionador e que o soluto transportado atravessem desacompanhados a membrana, o que 
representaria uma deplegao desnecessaria de energia celular. Visto que apenas transpor¬ 
tadores com ambos os sitios de ligagao adequadamente ocupados conseguem alterar sua 
conformagao, e assegurado um acoplamento estrito entre o transporte do ion e do soluto. 

Assim como as enzimas, os transportadores podem atuar no sentido reverso se os 
gradientes de ions e solutos forem ajustados experimentalmente de forma adequada. 
Essa simetria quimica esta espelhada em sua estrutura fisica. Analises cristalograficas 
revelaram que transportadores sao construidos a partir de repetigoes invertidas : o empa- 
cotamento das a-helices transmembrana em uma das metades do feixe de helices e es- 
truturalmente similar ao empacotamento da outra metade, mas ambas as porgoes estao 
invertidas na membrana, uma em relagao a outra. Assim, diz-se que os transportadores 
sao pseudossimetricos, e as passagens que se abrem e fecham para cada um dos lados 
da membrana possuem uma geometria bastante semelhante, permitindo que os sitios 
centrais de ligagao ao ion e ao soluto estejam acessiveis alternadamente em relagao ao 
lado da membrana (Figura 11-10). Acredita-se que ambas as porgoes do transportador 
tenham evoluido por duplicagao genica a partir de uma proteina ancestral menor. 
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Figura 11-10 Os transportadores sao 
construidos a partir de repetigoes 
invertidas. (A) Representagao de LeuT, 
um simporte bacteriano leucina/Na + rela- 
cionado a transportadores de neurotrans- 
missores humanos, como o transportador 
da serotonina. A regiao central do trans¬ 
portador e formada de dois feixes, cada 
um composto por cinco a-helices (azul e 
amarelo). As helices ilustradas em cinza 
sao distintas nos diferentes membros desta 
famflia de transportadores, e acredita-se 
que desempenhem fungoes reguladoras, 
as quais sao especificas para um transpor¬ 
tador em particular. (B) As regioes centrais 
dos feixes estao empacotadas sob um 
arranjo similar (ilustrado como uma mao, 
sendo o polegar a representagao da helice 
interrompida), mas o segundo feixe esta 
invertido em relagao ao primeiro. A pseu- 
dossimetria estrutural do transportador 
reflete sua simetria funcional: o transpor¬ 
tador pode atuar em ambas as diregoes, 
dependendo do sentido do gradiente 
ionico. (Adaptada de K.R. Vinothkumare 
R. Henderson, Q. Rev Biophys. 43:65-158, 
2010. Com permissao de Cambridge Uni¬ 
versity Press. Codigo PDB: 3F3E.) 



Alguns outros tipos de importantes protemas de transporte de membrana tambem 
sao formados a partir de repetigoes invertidas. Os exemplos tambem incluem protemas 
de canal, como o canal de agua aquaporina (discutido mais adiante) e o canal Sec61 
atraves do qual polipeptideos recem-sintetizados sao transportados para o interior do 
reticulo endoplasmatico (discutido no Capitulo 12). Acredita-se que esses canais tenham 
evoluido a partir de transportadores acoplados, nos quais o sistema de controle da aber- 
tura foi perdido, permitindo que eles permanecessem abertos simultaneamente para 
ambos os lados da membrana, o que resultou na existencia de um caminho continuo 
atraves da membrana. 

Em bacterias, leveduras e plantas, assim como em diversas organelas envoltas por 
membranas de celulas animais, a maioria dos sistemas de transporte acionados por ions 
depende de gradientes de H + , e nao de gradientes de Na + , refletindo a predominance de 
bombas de H + nessas membranas. Um gradiente eletroquimico de H + atraves da mem¬ 
brana plasmatica bacteriana, por exemplo, dirige o transporte ativo de diversos agucares 
e aminoacidos para o interior da membrana. 


As proteinas transportadoras na membrana plasmatica regulam o 
pH citosolico 

A maioria das protemas opera de forma excelente em um pH especifico. As enzimas 
lisossomicas, por exemplo, funcionam melhor no pH baixo (cerca de 5) encontrado nos 
lisossomos, enquanto as enzimas citosolicas atuam melhor no pH proximo ao neutro 
(em torno de 7,2) encontrado no citosol. E, portanto, fundamental que as celulas sejam 
capazes de controlar o pH de seus compartimentos intracelulares. 

A maioria das celulas possui um ou mais tipos de antiportes dirigidos por Na + na 
sua membrana plasmatica que auxiliam na manutengao do pH citosolico em torno de 
7,2. Essas protemas transportadoras utilizam a energia armazenada no gradiente de Na + 
para bombear para fora o excesso de H + que tenha penetrado na celula ou que tenha sido 
produzido por meio de reagoes formadoras de acido. Dois mecanismos sao usados: ou o 
H + e diretamente transportado para fora da celula, ou HC0 3 “ e internalizado para neutra- 
lizar o H + no citosol (seguindo a reagao HC0 3 ~ + H + ^ H 2 0 + C0 2 ). Um dos antiportes que 
utiliza o primeiro mecanismo e o permutador Na -H* , que acopla um influxo de Na + a um 
efluxo de H + . Outro que emprega uma combinagao dos dois mecanismos e um permu¬ 
tador Cl -HCO; dirigido porNa + que acopla um influxo de Na + e HC0 3 “ a um efluxo de 
Cl“ e H + (de tal forma que NaHC0 3 entra e HC1 sai). O permutador C1-HC0 3 “ dirigido por 
Na + e duas vezes mais efetivo do que o permutador Na + -H + , visto que ele bombeia um H + 
para fora e neutraliza outro para cada Na + que entra na celula. Se HC0 3 “ esta dispomvel, 
como costuma ser o caso, este antiporte e a protema transportadora mais importante na 
regulagao do pH citosolico. O pH do interior da celula regula ambos os permutadores; 
quando o pH citosolico diminui, ambos os permutadores aumentam suas atividades. 

Um permutador CV-HCO~ independente deNa + ajusta o pH citosolico na diregao 
reversa. Assim como os transportadores dependentes de Na + , o permutador CT-HC0 3 “ 
independente de Na + e regulado pelo pH, mas a atividade permutadora aumenta com o 
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aumento da alcalinidade citosolica. O movimento de HC0 3 ~, nesse caso, normalmente e 
para fora da celula, a favor do seu gradiente eletroquimico, o que diminui o pH do cito- 
sol. Um permutador CT-HC0 3 “ independente de Na + presente na membrana de eritroci- 
tos (denominado protema banda 3; ver Figura 10-38) facilita a descarga rapida de C0 2 (e 
de HC0 3 “) conforme as celulas passam pelos capilares no pulmao. 

O pH intracelular nao e inteiramente regulado por transportadores na membrana 
plasmatica: bombas de H + dirigidas por ATP sao usadas para controlar o pH de diversos 
compartimentos intracelulares. Como discutido no Capitulo 13, bombas de H + mantem 
o pH barxo nos lisossomos, bem como nos endossomos e nas vesiculas secretoras. Essas 
bombas de H + utilizam a energia de hidrolise de ATP para bombear H + do citosol para o 
interior dessas organelas. 


Uma distribuigao assimetrica de protefnas transportadoras nas 
celulas epiteliais esta por tras do transporte transcelular de 
solutos 


Em celulas epiteliais, como aquelas envolvidas na absorgao de nutrientes no intestino, 
as protefnas transportadoras estao distribufdas de maneira nao uniforme na membra¬ 
na plasmatica e, portanto, contribuem para o transporte transcelular dos solutos ab- 
sorvidos. Por meio das agoes das protefnas transportadoras nessas celulas, os solutos 
sao transportados pela camada de celulas epiteliais para o liquido extracelular, a partir 
de onde passarao a corrente sangufnea. Como mostrado na Figura 11 - 11 , os simpor- 
tes ligados a Na + localizados no domfnio apical (de absorgao) da membrana plasmatica 
transportam ativamente nutrientes para a celula, formando gradientes de concentragao 
substanciais para esses solutos atraves da membrana plasmatica. Uniportes nos domf- 
nios basal e lateral (basolateral) permitem que nutrientes saiam passivamente da celula 
seguindo esses gradientes de concentragao. 

Em muitas dessas celulas epiteliais, a area de membrana plasmatica e extrema- 
mente aumentada pela formagao de milhares de microvilosidades, que se estendem 
como finas projegoes em forma de dedo a partir da superffcie apical de cada celula. Tais 
microvilosidades podem aumentar a area total de absorgao de uma celula em mais de 
25 vezes, aumentando, portanto, sua capacidade de transporte. 



Figura 11-11 Transporte transcelular. 

0 transporte transcelular de glicose atraves 
de uma celula epitelial intestinal depende 
da distribuigao nao uniforme das protefnas 
de transporte na membrana plasmatica 
celular. 0 processo mostrado aqui resulta 
no transporte de glicose do lumen intes¬ 
tinal para o liquido extracelular (a partir 
de onde passa para o sangue). A glicose e 
bombeada para o interior da celula atraves 
do domfnio apical da membrana por um 
simporte de glicose movido por Na + . A gli¬ 
cose sai da celula (seguindo seu gradiente 
de concentragao) por movimento passivo 
atraves de um uniporte de glicose nos 
domfnios de membrana basal e laterais. 

0 gradiente de Na + que dirige o simporte 
de glicose e mantido por uma bomba de 
Na + -K + nos domfnios de membrana basal e 
lateral, os quais mantem baixas as concen- 
tragoes internas de Na + (Animagao 11.2). 
As celulas adjacentes sao conectadas por 
jungoes compactas impermeaveis que 
possuem uma dupla fungao no processo 
de transporte ilustrado: elas impedem a 
passagem de solutos pelo epitelio entre 
as celulas, permitindo a manutengao de 
um gradiente de concentragao de glicose 
atraves da camada de celulas (ver Figura 
19-18). Elas tambem atuam como barrei- 
ras (cercas) de difusao dentro da mem¬ 
brana plasmatica, auxiliando a limitar as 
varias protefnas transportadoras aos seus 
respectivos domfnios na membrana (ver 
Figura 10-34). 
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Figura 11-12 Tres tipos de bombas 
dirigidas por ATP. Da mesma forma que 
uma enzima, todas as bombas dirigidas 
por ATP podem atuar em ambas as dire- 
goes, dependendo dos gradientes eletro- 
qumnicos de seus solutos e da razao entre 
ATP/ADP. Quando a razao ATP/ADP e alta, 
elas hidrolisam ATP; quando a razao ATP/ 
ADP e baixa, elas podem sintetizar ATP. A 
ATPase tipo F da mitocondria normalmen- 
te atua em seu modo "reverso" para fazer 
a maior parte do ATP celular. 


Como vimos, os gradientes de ions desempenham um papel fundamental con- 
duzindo varios processos essenciais de transporte nas celulas. As bombas de ions que 
utilizam a energia de hidrolise de ATP estabelecem e mantem esses gradientes, como 
discutiremos a seguir. 

Existem tres classes de bombas dirigidas por ATP 

As bombas dirigidas por ATP frequentemente sao denominadas ATPases transportado- 
ras, pois hidrolisam ATP em ADP e fosfato e usam a energia liberada para bombear ions 
ou outros solutos atraves de uma membrana. Existem tres principais classes de bombas 
dirigidas por ATP (Figura 11-12), e representantes de cada uma dessas classes sao en- 
contrados em todas as celulas de eucariotos e procariotos. 

1. Bombas tipo P sao estrutural e funcionalmente relacionadas a protemas trans- 
membrana de passagem miiltipla. Elas sao denominadas "tipo P” pois se autofos- 
forilam (do ingles, phosphorylate) durante o ciclo de bombeamento. Essa classe 
inclui diversas bombas de ions que sao responsaveis pelo estabelecimento e pela 
manutengao de gradientes de Na + , K + , H + e Ca 2+ atraves das membranas celulares. 

2. Transportadores ABC (ATP -binding cassette transporters) distinguem-se estrutu- 
ralmente das ATPases do tipo P e bombeiam principalmente moleculas pequenas 
atraves das membranas celulares. 

3. Bombas tipo V sao maquinas proteicas semelhantes a turbinas, construidas a par- 
tir de multiplas subunidades diferentes. A bomba de proton tipo V transfere H + 
para o interior de organelas como os lisossomos, vesiculas sinapticas e vaciiolos 
de plantas ou leveduras (V = vacuolar), para acidificar o interior dessas organelas 
(ver Figura 13-37). 


Estruturalmente relacionada as bombas tipo V, existe uma familia distinta de 
ATPases tipo F, comumente denominadas de ATP-sintases devido ao fato de atuarem 
de modo reverso: em vez de usarem a hidrolise de ATP para dirigir o transporte de H + , 
elas usam o gradiente de H + atraves da membrana para direcionar a smtese de ATP a 
partir de ADP e fosfato (ver Figura 14-30). As ATP-sintases sao encontradas na mem¬ 
brana plasmatica de bacterias, na membrana interna de mitocondrias e na membrana 
tilacoide dos cloroplastos. O gradiente de H + e gerado durante as etapas de transporte de 
eletrons da fosforilagao oxidativa (em bacterias aerobicas e na mitocondria), durante a 
fotossmtese (em cloroplastos), ou na bomba de H + dirigida por luz (bacteriorrodopsina) 
em Halobacterium. Discutiremos algumas dessas protemas em detalhes no Capitulo 14. 

No restante desta segao, discutiremos as bombas do tipo P e os transportadores ABC. 


Uma bomba ATPase tipo P bombeia Ca 2+ para o interior do 
retfculo sarcoplasmatico em celulas musculares 

As celulas eucarioticas mantem concentragoes muito baixas de Ca 2+ livre no seu citosol 
(cerca de 10 7 M) em comparagao com as concentragoes extracelulares de Ca 2+ , muito 
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mais altas (em torno de 10 3 M). Assim, mesmo um pequeno influxo de Ca 2+ aumenta de 
modo significative a concentragao de Ca 2+ livre no citosol, e o fluxo de Ca 2+ a favor do seu 
gradiente acentuado de concentragao em resposta a sinais extracelulares e uma manei- 
ra de transmitir esses sinais rapidamente atraves da membrana plasmatica (discutido 
no Capitulo 15). A manutengao de um gradiente acentuado de Ca 2+ atraves da membra¬ 
na plasmatica e, portanto, importante para a celula. O gradiente de Ca 2+ e mantido por 
transportadores de Ca 2+ na membrana plasmatica que bombeiam Ca 2+ ativamente para 
fora da celula. Um desses transportadores e uma ATPase de Ca 2+ do tipo P; o outro e um 
antiporte (denominado permutador Na -Ca 2+ ), que e dirigido pelo gradiente eletroqui- 
mico de Na + (discutido no Capitulo 15). 

A bomba de Ca 2+ , ou Ca 2+ ATPase, na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS) 
de celulas da musculatura esqueletica, e uma ATPase de transporte tipo T bastante co- 
nhecida. O RS e um tipo especializado de reticulo endoplasmatico que forma uma rede 
de sacos tubulares no citoplasma de celulas musculares e serve como um estoque in- 
tracelular de Ca 2+ . Quando um potencial de agao despolariza a membrana plasmatica da 
celula muscular, o Ca 2+ e liberado do RS para o citosol por meio de canais de liberagao 
de Ca 2+ , estimulando a contragao muscular (discutido nos Capitulos 15 e 16). A bomba de 
Ca 2+ , que responde por cerca de 90% das protemas de membrana do RS, e responsavel pela 
movimentagao de Ca 2+ do citosol de volta ao RS. O reticulo endoplasmatico de celulas nao 
musculares content uma bomba de Ca 2+ semelhante, porem em menores quantidades. 

Estudos enzimaticos e analises das estruturas tridimensionais de intermediaries 
do transporte da bomba de Ca 2+ do RS e de bombas relacionadas revelaram o mecanismo 
molecular das ATPases do tipo P em detalhes. Todas elas possuem estruturas similares, 
com 10 a-helices transmembrana conectadas a tres dommios citosolicos (Figura 11-13). 
Na bomba de Ca 2+ , cadeias laterais de aminoacidos que se projetam a partir das heli¬ 
ces transmembrana formam dois sitios de ligagao para Ca 2+ centralmente posicionados. 
Como ilustrado na Figura 11-14, no estado da bomba nao fosforilada, ligada a ATP, esses 
sitios de ligagao sao acessiveis apenas a partir do lado citosolico da membrana do RS. A 
ligagao de Ca 2+ dispara uma serie de alteragoes conformacionais que fecha a passagem 
para o citosol e ativa uma reagao de fosfotransferencia na qual o fosfato terminal do ATP 
e transferido para um aspartato, que e altamente conservado entre todas as ATPases do 
tipo P. A seguir, o ADP se dissocia e e substituido por um ATP novo, provocando outra 
alteragao na conformagao que abre a passagem para o lumen do RS, atraves da qual os 
dois ions de Ca 2+ saem. Eles sao substituidos por dois ions de H + e por uma molecula de 
agua que estabilizam os sitios de ligagao a Ca 2+ vazios e fecham a passagem para o lumen 
do RS. A hidrolise de uma ligagao fraca aspartato-fosforil faz a bomba retornar a sua con¬ 
formagao inicial, e o ciclo pode ser reiniciado. A autofosforilagao transitoria da bomba 
durante seu ciclo e uma caracteristica essencial de todas as bombas do tipo P. 
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Figura 11-13 A estrutura da bomba 
de Ca 2+ do reticulo sarcoplasmatico. 

0 modelo em fitas (a esquerda), derivado 
de uma analise cristalografica de raios X, 
mostra a bomba em seu estado fosfori¬ 
lado, ligado a ATP. Os tres dommios cito¬ 
solicos globulares da bomba - o dominio 
de ligagao a nucleotideo (verde-escuro), 
o dominio ativador ( azul) e o dommio de 
fosforilagao ( vermelho), tambem ilustrados 
esquematicamente a direita - sofrem uma 
dramatica alteragao de conformagao du¬ 
rante o ciclo de bombeamento. Tais alte¬ 
ragoes, por sua vez, alteram o arranjo das 
helices transmembrana, o que permite a 
liberagao do Ca 2+ a partir de sua cavidade 
de ligagao para o lumen do RS (Anima- 
gao 11.3). (Codigo PDB: 3B9B.) 
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Figura 11-14 O ciclo de bombeamento 
da bomba de Ca 2+ do retfculo sarco- 
plasmatico. 0 bombeamento de ions 
ocorre ao longo de uma serie de passos 
compostos por alteragoes conforma- 
cionais, na qual movimentos dos tres 
domfnios citosolicos da bomba (o dominio 
de ligagao a nucleotideo [N], o dominio 
de fosforilagao [P] e o dominio ativador 
[A]) estao mecanicamente acoplados aos 
movimentos das a-helices transmem- 
brana. 0 movimento das helices abre e 
fecha passagens atraves das quais o Ca 2+ 
penetra a partir do citosol e se liga a dois 
sftios de ligagao a Ca 2+ centralmente posi- 
cionados. A seguir, os dois Ca 2+ saem para 
o lumen do RS e sao substituidos por dois 
H + , os quais sao transportados na diregao 
oposta. A fosforilagao dependente de Ca 2+ 
e a desfosforilagao dependente de H + do 
acido aspartico sao etapas universalmente 
conservadas no ciclo da reagao de todas as 
bombas tipo P: elas fazem as transigoes de 
conformagao ocorrerem de modo ordena- 
do, permitindo que as proteinas realizem 
trabalho util. (Adaptada de 
C. Toyoshima et al., Nature 432:361-368, 
2004 and J.V. Moller et al., Q. Rev. Bio- 
phys. 43:501-566, 2010.) 



A bomba de Na + -K + da membrana plasmatica estabelece 
gradientes de Na + e K + atraves da membrana plasmatica 

A concentragao de K + costuma ser 10 a 30 vezes maior no interior celular do que no exte¬ 
rior, enquanto o contrario e verdadeiro para o Na + (ver Tabela 11-1, p. 598). Uma bomba de 
Na + -K + , ou ATPase Na + -K + , encontrada na membrana plasmatica de praticamente todas as 
celulas animais mantem essas diferengas de concentragao. Assim como a bomba de Ca 2+ , 
a bomba de Na + -K + pertence a familia das ATPases do tipo P e opera como um antiporte 
dirigida por ATP, bombeando ativamente Na + para fora da celula, em sentido contrario a seu 
gradiente eletroquimico, e bombeando o K + para o interior da celula (Figura 11-15). 

Mencionamos antes que o gradiente de Na + produzido pela bomba de Na + -K + con- 
trola o transporte da maioria dos nutrientes para celulas animais e tambem desempenha 
um papel fundamental na regulagao do pH citosolico. Uma celula animal tipica dire- 
ciona cerca de um tergo de sua energia para o funcionamento dessa bomba, e a bomba 
consome ainda mais energia em celulas neuronais e em celulas dedicadas a processos 
de transporte, como as celulas que formam os tubulos renais. 

Visto que a bomba de Na + -K + leva tres ions positivamente carregados para fora da 
celula a cada dois ions que ela internaliza, ela e eletrogenica : ela induz a formagao de 
uma corrente eletrica liquida atraves da membrana, com tendencia de criagao de um 
potencial eletrico, onde o interior da celula apresenta-se negativo em relagao ao exterior. 
Esse efeito eletrogenico da bomba, no entanto, raramente contribui mais do que 10% 


Figura 11-15 O funcionamento da 
bomba de Na + -K + . Esta ATPase do tipo P 
bombeia Na + ativamente para fora da ce¬ 
lula e K + para dentro, em sentido contrario 
a seus gradientes eletroqufmicos. Ela e 
estruturalmente bastante similar a ATPase 
Ca 2+ , diferindo, entretanto, em relagao a 
sua seletividade por ions: para cada mole- 
cula de ATP hidrolisada pela bomba, tres 
Na + sao bombeados para fora e dois K + 
sao bombeados para dentro. Assim como 
a bomba de Ca 2+ , um aspartato e fosfo- 
rilado e desfosforilado durante o ciclo de 
bombeamento (Animagao 11.4). 
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para o potencial de membrana. Os 90% restantes, como discutiremos adiante, depen- 
dem apenas indiretamente da bomba de Na + -K + . 


Os transportadores ABC constituem a maior famflia de protefnas 
de transporte de membrana 


O ultimo tipo de transportador ATPase que iremos discutir corresponde a familia dos trans¬ 
portadores ABC, assim denominada pelo fato de cada um de seus membros conter dois do¬ 
mmios ATPase altamente conservados, ou "cassetes”de ligagao ao ATP (ATP-binding casset¬ 
tes), na face citosolica da membrana. A ligagao de ATP aproxima os dois dommios ATPase, 
e a hidrolise de ATP leva a sua dissociagao (Figura 11-16). Esses movimentos dos dommios 
citosolicos sao transmitidos para os segmentos transmembrana, dando origem a ciclos de 
alteragoes na conformagao que expoem alternadamente os sitios de ligagao a soluto em 
uma face da membrana e, a seguir, na face oposta, da mesma forma que vimos para as outras 
transportadoras. Assim, os transportadores ABC recolhem a energia liberada pela ligagao e 
hidrolise de ATP para coordenar o transporte de solutos atraves da bicamada. O transporte e 
direcional, rumo ao interior ou ao exterior, dependendo da ocorrencia de uma alteragao de 
conformagao especifica no sitio de ligagao ao soluto, que esta associada a hidrolise de ATP 
(ver Figura 11-16). 

Os transportadores ABC constituem a maior das familias de protemas de transporte 
de membrana e tern grande importancia clinica. Aprimeira dessas protemas a ser caracteri- 
zada foi encontrada em bacterias. la mencionamos que as membranas plasmaticas de to das 
as bacterias contem transportadores que utilizam o gradiente de H + atraves da membrana 
para ativamente transportar uma ampla variedade de nutrientes para o interior da celula. 
Alem disso, as bacterias usam transportadores ABC para a importagao de algumas mole¬ 
culas pequenas. Em bacterias como E. coli, que possui membranas duplas (Figura 11-17), 
os transportadores ABC estao localizados na membrana interna, e um mecanismo auxiliar 
opera para a captura e entrega dos nutrientes aos transportadores (Figura 11-18). 

Em E. coli, 78 genes (o que representa incriveis 5% dos genes bacterianos) codifi- 
cam transportadores ABC, e os genomas de animais possuem um numero ainda maior 
desses genes. Apesar de se acreditar que cada transportador seja especifico em relagao a 
uma molecula ou classe de moleculas em particular, a variedade de substratos transpor- 


(A) UM TRANSPORTADOR ABC BACTERIANO 


Pequena molecula do soluto 



(B) UM TRANSPORTADOR ABC EUCARIOTICO 



do soluto 


Figura 11-16 O transporte de peque¬ 
nas moleculas por um tfpico trans¬ 
portador ABC. Os transportadores ABC 
sao constitufdos por multiplos dominios. 
Em geral, dois dominios hidrofobicos, cada 
um dos quais formado a partir de seis 
a-helices que atravessam a membrana, 
formam, em conjunto, uma via para a 
translocagao e determinam a especifici- 
dade do soluto. Dois dominios ATPase 
mergulham no citosol. Em alguns casos, 
as duas metades do transportador sao 
formadas por um unico polipeptideo, 
ao passo que, em outros casos, elas sao 
formadas a partir de dois ou mais polipep- 
tideos distintos que se organizam sob uma 
estrutura similar. Sem a ligagao de um ATP, 
o transportador expoe o sitio de ligagao ao 
soluto em uma das faces da membrana. 

A ligagao de ATP induz uma alteragao na 
conformagao que expoe o sitio de ligagao 
ao soluto a face oposta da membrana; a 
hidrolise de ATP seguida pela dissociagao 
do ADP faz o transportador retornar a 
conformagao original. A maior parte dos 
transportadores ABC atua de forma uni- 
direcional. (A) Tanto transportadores ABC 
de importagao quanto de exportagao sao 
encontrados em bacterias; um ABC de im¬ 
portagao esta ilustrado nesta figura. A es¬ 
trutura cristalografica de um transportador 
ABC bacteriano esta ilustrada na Figura 
3-76. (B) Em eucariotos, a maioria dos 
transportadores ABC exporta substancias: 
do citosol para o espago extracelular ou do 
citosol para compartimentos intracelulares 
ligados a membranas, como o reticulo 
endoplasmatico; ou da matriz mitocondrial 
para o citosol. 
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Figura 11-17 Pequena secgao da mem- 
brana dupla de uma bacteria E. coli. 

A membrana interna e a membrana 
plasmatica celular. Entre as membranas 
interna e externa ha uma camada de 
peptidoglicano rigido, fortemente poroso, 
composta de proteina e de polissacari- 
deo, que constituem a parede celular 
bacteriana. Ela esta aderida a moleculas 
de lipoproteina na membrana externa e 
preenche o espago periplasmatico (somen- 
te uma pequena porgao da camada de 
peptidoglicanos e mostrada). Esse espago 
contem tambem varios tipos de moleculas 
de proteinas soluveis. As linhas tracejadas 
(mostradas em verde ) na parte superior 
representam as cadeias polissacaridicas 
das moleculas lipopolissacarfdicas especiais 
que formam a monocamada externa da 
membrana externa; para maior clareza, 
sao mostradas apenas algumas dessas ca¬ 
deias. As bacterias com membranas duplas 
sao denominadas Gram-negativas, pois 
nao retem o corante azul-escuro utilizado 
na coloragao de Gram. As bacterias com 
membranas unicas (mas com paredes ce- 
lulares de peptidoglicanos espessas), como 
estafilococos e estreptococos, retem o 
corante azul e, portanto, sao denominadas 
Gram-positivas ; sua membrana unica e 
analoga a membrana interna (plasmatica) 
das bacterias Gram-negativas. 


Figura 11-18 O sistema auxiliar de 
transporte associado a transpor- 
tadoras ATPases em bacterias com 
membranas duplas. 0 soluto difunde-se 
atraves de canais proteicos (porinas) na 
membrana externa e liga-se a proteina 
periplasmatica de ligagao ao substrato que 
o entrega ao transportador ABC, que, por 
sua vez, bombeia o substrato atraves da 
membrana plasmatica. 0 peptidoglicano 
esta omitido para simplificagao; sua estru- 
tura porosa permite que as proteinas de 
ligagao a substrato e solutos hidrossoluveis 
movam-se atraves dele por difusao. 
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tados por essa superfamilia e ampla e inclui ions inorganicos, aminoacidos, mono e po- 
lissacarideos, peptideos, lipideos, drogas e, em alguns casos, mesmo proteinas maiores 
do que as proprias transportadoras. 

Os primeiros transportadores ABC eucarioticos identificados foram descobertos 
devido a sua habilidade em bombear drogas hidrofobicas para fora do citosol. Um desses 
transportadores e a proteina de resistencia a nniltiplas drogas (MDR), tambem chamada 
de glicoprotema P. Ela esta presente em mveis elevados em diversas celulas cancerosas hu- 
manas e torna as celulas resistentes simultaneamente a uma variedade de farmacos citoto- 
xicos quimicamente nao relacionados que sao bastante usados na quimioterapia contra o 
cancer. O tratamento com qualquer um desses farmacos pode resultar na sobrevivencia se- 
letiva e no crescimento exacerbado das celulas cancerosas que superexpressam a proteina 
transportadora MDR. Essas celulas sao capazes de bombear de maneira eficiente o farmaco 
para o exterior da celula e sao, portanto, relativamente resistentes aos efeitos toxicos dos 
farmacos (Anima 9 ao 11.5). A selegao de celulas cancerosas resistentes a um farmaco pode, 
como resultado, levar a resistencia a uma ampla variedade de farmacos anticancerigenos. 
Alguns estudos indicam que ate 40% dos canceres humanos desenvolvem resistencia a 
multiplos farmacos, sendo este um grande obstaculo na batalha contra o cancer. 

Um fenomeno relacionado e igualmente sinistro ocorre no protista Plasmodium 
falciparum, que causa a malaria. Mais de 200 milhoes de pessoas em todo o mundo estao 
infectadas com esse parasita, que continua a ser uma causa principal de morte, matando 
quase 1 milhao de pessoas a cada ano. O desenvolvimento de resistencia ao farmaco an- 
timalarico cloroquina tern impedido o controle da malaria. Os P. falciparum resistentes 
tern uma amplificagao em um gene que codifica um transportador ABC que bombeia 
cloroquina para o exterior de suas celulas. 
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Na maioria das celulas de vertebrados, um transportador ABC na membrana do re- 
ticulo endoplasmatico (RE) (denominado transportador associado ao processamento de 
antigeno , ou transportador TAP ) bombeia ativamente uma ampla gama de peptideos do 
citosol para o lumen do RE. Esses peptideos sao produzidos mediante degradagao proteica 
nos proteassomos (discutido no Capitulo 6). Eles sao transportados a partir do RE para a 
superficie celular, onde sao exibidos para reconhecimento pelos linfocitos T citotoxicos, os 
quais matam a celula se os fragmentos derivarem de um virus ou de outros microrganis- 
mos que estejam escondidos no citosol de uma celula infectada (discutido no Capitulo 24). 

Outro membro da familia de transportadores ABC e o regulador da condutancia trans- 
membrana da fibrose cistica (CFTR, do ingles cystic fibrosis transmembrane conductance re¬ 
gulator ), que foi descoberto por meio de estudos da doenga genetica comum fibrose cisti¬ 
ca. Essa doenga e causada por uma mutagao no gene que codifica o CFTR, uma proteina 
transportadora de Cl" da membrana plasmatica de celulas epiteliais. O CFTR regula as con¬ 
centrates ionicas em liquidos extracelulares, especialmente nos pulmoes. Um em cada 27 
individuos brancos e portador de um gene que codifica uma forma mutante dessa proteina; 
em 1 a cada 2.900 pessoas, ambas as copias do gene apresentam a mutagao, causando a 
doenga. Ao contrario de outros transportadores ABC, a ligagao e a hidrolise de ATP na pro- 
teina CFTR nao controlam o processo de transporte. Em vez disso, elas controlam a abertura 
e o fechamento de um canal continuo, que fornece um conduto passivo para que o Cl" possa 
se mover no sentido do seu gradiente eletroquimico. Assim, algumas proteinas ABC podem 
atuar como transportadoras, e outras, como canais controlados. 

Resumo 

As proteinas transportadoras ligam solutos espedficos e os transferem atraves da bicamada 
lipidica sofrendo mudangas conformacionais que alternadamente expoem o sitio de ligagao a 
soluto em um lado da membrana e entao em outro. Algumas proteinas transportadoras trans- 
portam um unico soluto u morro abaixo”, enquanto outras podem atuar como bombas para 
transportar um soluto u morro acima” contra seu gradiente eletroquimico, utilizando energia 
fornecida pela hidrolise de ATP, por um fluxo a favor do gradiente de outro soluto (como Na + 
ou bf), ou pela luz, para coordenar a serie de mudangas conformacionais necessarias de ma- 
neira ordenada. As proteinas transportadoras pertencem a um pequeno numero defamilias. 
Cada familia evoluiu a partir de uma proteina ancestral comum, e todos os seus membros 
operam mediante um mecanismo semelhante. A familia deATPases transportadoras do tipo 
P, que inclui a bomba de Ca 2+ e a bomba de Na + -lC, e um exemplo importante; cada uma 
dessas ATPases sequencialmente fosforila e desfosforila a si propria durante o ciclo de bom- 
beamento. A superfamilia de transportadores ABC e a maior familia de proteinas de trans¬ 
porte de membrana e apresenta grande importancia clinica. Nessa familia estao incluidas as 
proteinas responsaveis pela fibrose cistica, pela resistencia afarmacos em celulas cancerosas 
e em parasitas que causam a malaria, e pelo bombeamento de peptideos derivados de pato- 
genos no RE para que os linfocitos citotoxicos reconhegam a superficie de celulas infectadas. 

PROTEINAS DE CANAL E AS PROPRIEDADES ELETRICAS DAS 
MEMBRANAS 

Diferentemente das proteinas transportadoras, os canais formam poros que atravessam 
a membrana. Uma classe de proteinas de canal encontrada em quase todos os animais 
forma jungdes do tipofenda [gap junctions ) entre celulas adjacentes; cada membrana 
plasmatica contribui igualmente para a formagao do canal, que conecta o citoplasma das 
duas celulas. Esses canais sao discutidos no Capitulo 19 e nao serao mais considerados 
aqui. Tanto as jungdes do tipo fenda quanto as porinas, os canais nas membranas exter- 
nas de bacterias, de mitocondrias e de cloroplastos (discutidos no Capitulo 10), apre¬ 
sentam poros relativamente grandes e permissivos, e seria desastroso se conectassem 
diretamente o interior de uma celula com o espago extracelular. De fato, muitas toxinas 
bacterianas fazem exatamente isso para matar outras celulas (discutido no Capitulo 24). 

Em contraste, a maioria dos canais na membrana plasmatica de celulas animais e 
vegetais que conectam o citosol ao exterior celular possui, necessariamente, poros es- 
treitos fortemente seletivos que podem abrir e fechar rapidamente. Uma vez que essas 
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protemas estao envolvidas de modo especifico no transporte de ions inorganicos, elas 
sao referidas como canais ionicos. No caso de eficiencia do transporte, os canais ionicos 
apresentam uma vantagem sobre as protemas transportadoras: ate 100 milhoes de ions 
podem passar atraves de um canal aberto a cada segundo - uma velocidade 10 5 vezes 
maior do que a maior velocidade de transporte conhecida para uma protema transpor- 
tadora. Entretanto, como discutido antes, os canais nao podem ser acoplados a uma fon- 
te de energia para realizar transporte ativo, logo o transporte que e mediado por eles e 
sempre passivo (“morro abaixo”). Assim, a fungao dos canais ionicos e permitir a difusao 
rapida de ions inorganicos especificos - sobretudo Na + , K + , Ca 2+ ou C" - a favor dos seus 
gradientes eletroquimicos atraves da bicamada lipidica. Nesta segao, veremos que a ha- 
bilidade de controlar o fluxo de ions por esses canais e essencial para muitas fungoes 
celulares. As celulas nervosas (neuronios), em particular, sao especialistas no uso de ca¬ 
nais ionicos, e consideraremos como elas utilizam muitos canais diferentes para receber, 
conduzir e transmitir sinais. Antes de discutirmos os canais ionicos, no entanto, conside¬ 
raremos brevemente os canais de agua, aquaporinas, ja mencionados. 


Figura 11-19 O papel das aquaporinas 
na secregao de fluidos. As celulas que 
revestem os ductos de glandulas exocri- 
nas (como as encontradas no pancreas 
e no ffgado, e nas glandulas mamarias, 
sudoriparas e salivares) secretam grandes 
volumes de fluidos corporais. Essas celulas 
estao organizadas nas camadas epiteliais 
de tal forma que a membrana plasmatica 
de sua cabega esteja voltada para o lumen 
do ducto. Bombas de ions e canais situa- 
dos na membrana plasmatica apical e ba- 
solateral movem ions (sobretudo Na + e Cl“) 
para o lumen do ducto, criando um gra- 
diente osmotico entre o tecido adjacente e 
o ducto. As moleculas de agua rapidamen- 
te seguem o gradiente osmotico atraves 
das aquaporinas que estao presentes em 
grande densidade tanto na membrana 
apical quanto na basolateral. 


As aquaporinas sao permeaveis a agua, mas impermeaveis a ions 

Visto que as celulas sao constituidas predominantemente por agua (em geral cerca de 70% 
de seu peso), o movimento da agua atraves das membranas celulares e de vital importan- 
cia. As celulas tambem contem uma concentragao alta de solutos, incluindo numerosas 
moleculas organicas carregadas negativamente confinadas no interior celular (chamados 
anions fixos ) e os cations que as acompanham e que sao necessarios para o balango de 
cargas. Isso cria um gradiente osmotico, que e majoritariamente balanceado por um gra¬ 
diente osmotico oposto devido a alta concentragao de ions inorganicos - sobretudo Na + e 
CT - no liquido extracelular. Apequena forga osmotica remanescente tende a “puxar” agua 
para o interior da celula, fazendo esta inchar ate que as forgas alcancem um equilibrio. Vis¬ 
to que todas as membranas biologicas sao moderadamente permeaveis a agua (ver Figura 
11-2), o volume celular alcanga o equilibrio em poucos minutos, ou menos, em resposta a 
um gradiente osmotico. Na maioria das celulas animais, no entanto, a osmose desempe- 
nha apenas um pequeno papel na regulagao do volume celular. Isso ocorre porque a maior 
parte do citoplasma esta sob um estado semelhante a um gel e resiste a grandes alteragoes 
em seu volume em resposta a alteragoes na osmolaridade. 

Alem da difusao direta da agua atraves da bicamada lipidica, algumas celulas pro- 
carioticas e eucarioticas possuem canais de agua, ou aquaporinas, inseridos em suas 
membranas plasmaticas para permitir um movimento mais rapido da agua. As aqua¬ 
porinas sao particularmente abundantes em celulas de animais que devem transportar 
agua em taxas elevadas, como celulas epiteliais do rim ou celulas exocrinas que devem 
transportar ou secretar, respectivamente, grandes volumes de fluidos (Figura 11-19). 

As aquaporinas devem resolver um problema que e o oposto daquele enfrentado 
pelos canais ionicos. Para evitar a disrupgao de gradientes ionicos atraves das membra¬ 
nas, elas devem permitir a rapida passagem de moleculas de agua ao mesmo tempo em 
que devem impedir completamente a passagem de ions. A estrutura tridimensional da 
aquaporina revela como ela atinge essa incrivel seletividade. Os canais possuem um poro 
estreito que permite que as moleculas de agua atravessem em fila unica, seguindo o cami- 
nho de oxigenios carbonila que revestem um dos lados do poro (Figura 11-20A e B). Ami- 
noacidos hidrofobicos revestem o outro lado do poro. O poro e demasiadamente estreito 
para que qualquer ion hidratado possa penetrar, e o custo energetico de desidratagao de 
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um ion e enorme, pois a parede hidrofobica do poro nao pode interagir com um ion desi- 
dratado para compensar a perda de agua. Esse desenho estrutural explica facilmente por 
que as aquaporinas sao incapazes de transportar ions K + , Na + ; Ca 2+ ou Cl - . Esses canais 
sao tambem impermeaveis a H + ; que esta predominantemente presente nas celulas sob a 
forma de H 3 0 + . Esses ions hidronios difundem-se extremamente rapido atraves da agua, 
usando um mecanismo de “revezamento” molecular que requer a formagao e a quebra 
de ligagoes de hidrogenio entre moleculas adjacentes de agua (Figura 11-20C). As aqua¬ 
porinas contem duas asparaginas estrategicamente posicionadas, que se ligam ao atomo 
de oxigenio da molecula central da fila de moleculas de agua que estao atravessando o 
poro, impondo uma bipolaridade sobre a coluna de moleculas de agua como um todo 
(Figura 11-20C e D). Isso torna impossivel que uma sequencia de “formagao e quebras” 
de ligagoes de hidrogenio (ilustrada na Figura 11-20C) passe atraves da molecula central 
de agua ligada a asparagina. Visto que ambas as valencias desse oxigenio central estao 
indisponiveis para ligagoes de hidrogenio, a molecula central de agua nao pode participar 
do “revezamento” do H + , tornando o poro impermeavel ao H + . 

Agora nos concentraremos nos canais ionicos, o assunto do restante deste capitulo. 

Os canais ionicos sao ion-seletivos e alternam entre os estados 
aberto e fechado 

Duas propriedades importantes distinguem os canais ionicos dos poros aquosos. Primei- 
ro, eles mostram seletividade a ions, permitindo a passagem de alguns ions inorganicos, 
mas nao de outros. Isso sugere que seus poros devam ser estreitos o suficiente em deter- 
minados pontos para forgar os ions permeaveis a um contato ultimo com as paredes do 
canal de tal forma que somente os ions de tamanho e carga apropriados possam passar. 
Os ions permeaveis devem perder todas ou a maioria das moleculas de agua associadas a 
eles para passar, geralmente em fila unica, atraves da parte mais estreita do canal, a qual 
e chamada de filtro de seletividade , o que limita sua taxa de passagem (Figura 11-21). 
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Figura 11-20 A estrutura das aqua¬ 
porinas. (A) Diagrama em fitas de um 
monomero de aquaporina. Na membrana, 
as aquaporinas formam tetrameros, e cada 
monomero contem um poro aquoso em 
sua regiao central (nao mostrado). Cada 
canal individual de aquaporina e capaz de 
permitir a passagem de 10 9 moleculas de 
agua por segundo. (B) Um corte longitu¬ 
dinal atraves de um monomero de aqua¬ 
porina, mostrando em piano o centra do 
poro. Uma das faces do poro e revestida 
por aminoacidos hidrofflicos, que forne- 
cem ligagoes de hidrogenio transitorias 
para as moleculas de agua; essas ligagoes 
auxiliam no estabelecimento de uma fila 
linear de moleculas de agua que transitam 
orientadas atraves do poro. (C e D) Um 
modelo que explica por que as aquapori¬ 
nas sao impermeaveis a H + . (C) Na agua, 
o H + se difunde de forma extremamente 
rapida por meio de sua passagem de uma 
molecula de agua para a outra. (D) Grupa- 
mentos carbonila (C=0) revestem a face 
hidrofflica do poro e alinham as moleculas 
de agua, e duas asparaginas estrategica¬ 
mente posicionadas no centra ajudam a 
"sustentar" a molecula de agua central 
de tal forma que ambas as valencias de 
seu oxigenio estao ocupadas. Esse arranjo 
bipolariza as moleculas da coluna de agua 
como um todo, cada molecula de agua 
atuando como aceptora de uma ligagao 
de hidrogenio em relagao a sua vizinha 
mais proxima (Animagao 11.6). (A e B, 
adaptadas de R.M. Stroud et al., Curr. 

Opin. Struct Biol. 13:424-431, 2003. 

Com permissao de Elsevier.) 


Figura 11-21 Canal ionico tfpico que 
alterna entre as conformagoes aberta 
e fechada. 0 canal ionico aqui ilustrado 
em corte forma um poro atraves da bica¬ 
mada lipfdica apenas quando se encontra 
na conformagao "aberta". 0 poro afunila 
para dimensoes atomicas em uma regiao 
(o filtro de seletividade) em que a sele¬ 
tividade ionica do canal e basicamente 
determinada. Outra regiao do canal forma 
o "portao" controlador. 
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Figura 11-22 O controle de canais ionicos. Esta representagao esquematica ilustra varios tipos de estimulos 
que abrem canais ionicos. Os canais controlados mecanicamente costumam apresentar extensoes citoplasmati- 
cas (nao representadas) que conectam o canal ao citoesqueleto. 


Assim, conforme as concentragoes ionicas aumentam, o fluxo de ions atraves de um canal 
aumenta de maneira proporcional e, entao, estabiliza (saturagao) em uma taxa maxima. 

A segunda distingao importante entre os canais ionicos e os poros aquosos e que os 
canais ionicos nao estao continuamente abertos. Em vez de estarem sempre abertos, eles 
sao controlados [gated), o que lhes permite abrir por um breve tempo e, entao, fechar nova- 
mente. Alem disso, sob estimulo (quimico ou eletrico) prolongado, a maioria dos canais io¬ 
nicos passa para um estado fechado “dessensibilizado” ou “inativado” onde eles permane- 
cem refratarios para posterior abertura ate a remogao do estimulo, como discutido adiante. 
Na maioria dos casos, o canal se abre em resposta a um estimulo especifico. Como ilustrado 
na Figura 11-22, os principals tipos de estimulos conhecidos por provocar a abertura de 
canais ionicos sao uma mudanga na voltagem atraves da membrana ( canais controlados 
por voltagem), um estresse mecanico ( canais controlados mecanicamente) ou a ligagao de 
um ligante ( canais controlados por ligante). O ligante pode ser tanto um mediador extrace¬ 
lular - especificamente um neurotransmissor ( canais controlados por transmissor) - quanto 
um mediador intracelular, como um ion ( canais controlados por ions) ou um nucleotideo 
(i canais controlados por nucleotideos). A atividade de muitos canais ionicos e regulada, alem 
disso, por fosforilagao e desfosforilagao de uma proteina; esse tipo de regulagao de canal e 
discutido no Capitulo 15, junto com canais ionicos controlados por nucleotideos. 

Mais de cem tipos de canais ionicos foram identificados ate o momento, e novos tipos 
ainda estao sendo adicionados a lista, cada um deles caracterizado pelos ions que conduz, 
pelo mecanismo por meio do qual e controlado e por sua abundancia e localizagao na ce¬ 
lula e em celulas especificas. Os canais ionicos sao responsaveis pela excitabilidade eletrica 
de celulas musculares e medeiam a maioria das formas de sinalizagao eletrica no sistema 
nervoso. Um unico neuronio costuma conter dez ou mais tipos de canais ionicos localiza- 
dos em diferentes dominios da sua membrana plasmatica. Contudo, os canais ionicos nao 
estao restritos a celulas excitaveis eletricamente. Eles estao presentes em todas as celulas 
animais e sao encontrados em celulas vegetais e microrganismos: eles propagam a respos¬ 
ta de fechamento de folha da planta mimosa sensitiva, por exemplo (Animagao 11.7), e 
permitem que o organismo unicelular Paramecium reverta sua diregao apos uma colisao. 

Canais ionicos predominantemente permeaveis a K + sao encontrados na mem¬ 
brana plasmatica de quase todas as celulas. Um importante subconjunto de canais de 
K + esta aberto mesmo em celulas nao estimuladas ou “em repouso” e estes sao, portan- 
to, denominados canais de escape de K + . Embora tal termo seja utilizado para nomear 
muitos canais distintos de K + que diferem em relagao ao tipo celular, esses diferentes 
canais servem a um proposito comum: ao tornarem a membrana plasmatica muito mais 
permeavel ao K + do que a outros ions, eles desempenham um papel essencial para a ma- 
nutengao do potencial de membrana atraves de todas as membranas plasmaticas, como 
discutiremos a seguir. 
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O potencial de membrana em celulas animais depende 
principalmente dos canais de escape de K + e do gradiente de K + 
atraves da membrana plasmatica 

Um potencial de membrana origina-se quando existe uma diferenga na carga eletrica 
entre os dois lados de uma membrana, devido a um leve excesso de ions positivos sobre 
os negativos em um lado e a um leve deficit no outro. Tais diferengas de carga podem 
resultar tanto de bombeamento eletrogenico ativo (ver p. 608) quanto de difusao passiva 
de ions. Como discutido no Capitulo 14, a maior parte do potencial de membrana de 
uma mitocondria e gerada por bombas eletrogenicas de H + na membrana mitocondrial 
interna. As bombas eletrogenicas tambem geram a maior parte do potencial eletrico 
atraves da membrana plasmatica em plantas e em fungos. Em celulas animais tipicas, 
entretanto, os movimentos passivos de ions contribuem com a maior parte do potencial 
eletrico atraves da membrana plasmatica. 

Como explicado antes, devido a atuagao de uma bomba de Na + -K + , existe pouco 
Na + dentro da celula, e outros cations inorganicos extracelulares devem estar em abun- 
dancia tal que ocorra um balango da carga carreada pelos anions celulares fixos - as mo¬ 
leculas organicas negativamente carregadas que estao confinadas no interior da celula. 
A manutengao do equilibrio e realizada predominantemente pelo K + , que e bombeado 
ativamente para dentro da celula pela bomba de Na + -K + e que pode, tambem, mover-se 
livremente para o interior ou para o exterior pelos canais de escape de IC na membrana 
plasmatica. Por causa da presenga desses canais, o K + quase alcanga o equilibrio, onde 
uma forga eletrica exercida por um excesso de cargas negativas que atraem K + para a 
celula contrabalanga a tendencia de escape do K + para fora a favor do seu gradiente de 
concentragao. O potencial de membrana (da membrana plasmatica) e a manifestagao 
dessa forga eletrica, e seu valor de equilibrio pode ser calculado a partir da magnitude 
do gradiente de concentragao de K + . A discussao a seguir pode auxiliar a compreensao 
desse mecanismo. 

Suponha que nao exista inicialmente um gradiente de voltagem atraves da mem¬ 
brana plasmatica (o potencial de membrana e zero), mas que a concentragao de K + e 
alta no interior e baixa no exterior celular. O K + tendera a deixar a celula pelos canais 
de escape de K + , movido pelo seu gradiente de concentragao. Como o K + move-se para 
fora, cada ion deixa para tras uma carga negativa nao equilibrada, criando, portanto, um 
campo eletrico, ou potencial de membrana, que tendera a opor-se a mais efluxo de 1C. 
O efluxo liquido de K + e interrompido quando o potencial de membrana atinge um valor 
no qual essa forga eletrica motriz no K + equilibra exatamente o efeito do seu gradiente de 
concentragao - ou seja, quando o gradiente eletroquimico do 1C e zero. Embora os ions 
Cl“ tambem se equilibrem atraves da membrana, o potencial de membrana deixa a maior 
parte desses ions no exterior celular, pois sua carga e negativa. 

A condigao de equilibrio, na qual nao existe fluxo liquido de ions atraves da mem¬ 
brana plasmatica, define o potencial de repouso de membrana para essa celula idea- 
lizada. Uma formula simples, porem muito importante, a equagao de Nernst, expressa 
quantitativamente a condigao de equilibrio e, como explicado no Painel 11-1, torna pos- 
sivel calcular o potencial de repouso de membrana teorico se a razao das concentragoes 
interna e externa e conhecida. Como a membrana plasmatica de uma celula real nao e 
permeavel exclusivamente a K + e Cl“, entretanto o real potencial de repouso de membra¬ 
na nao e exatamente igual ao previsto pela equagao de Nernst para K + ou Cl“. 

O potencial de repouso decai lentamente quando a bomba de 
Na + -K + e interrompida 

O movimento de apenas um niimero muito pequeno de ions atraves da membrana 
plasmatica por canais ionicos e suficiente para estabelecer o potencial de membrana. 
Assim, pode-se pensar no potencial de membrana como formado de movimentos de 
carga que praticamente nao afetam as concentragoes de ions e que resulta em uma pe- 
quena diferenga no niimero de ions positivos e negativos nos dois lados da membrana 
(Figura 11-23). Alem disso, esses movimentos de carga em geral sao rapidos, ocorrendo 
em poucos milissegundos ou menos. 



EQUA^AO DE NERNST E FLUXO IONICO 


O fluxo de qualquer ion inorganico por um canal da 
membrana e dirigido pelo gradiente eletroquimico do 
ion. Esse gradiente representa a combinagao de duas 
influencias: o gradiente de voltagem e o gradiente de 
concentra^ao do ion atraves da membrana. Quando essas 
duas influencias equilibram uma a outra, o gradiente 
eletroquimico para o ion e zero e nao existe fluxo h'quido 
do ion pelo canal. O gradiente de voltagem (potencial de 
membrana) no qual esse equilibrio e atingido e chamado 
de potencial de equilibrio para o ion. Ele pode ser 
calculado a partir da seguinte equagao derivada, 
denominada equa^ao de Nernst. 

A equagao de Nernst e V = — In 

zF q 

onde 

V = potencial de equilibrio em volts (potencial interno 
menos potencial externo) 

C Q e Cj = concentrates externa e interna do ion, 
respectivamente 

R = constante gasosa (8,3 J mol -1 K -1 ) 

T = temperatura absoluta (K) 

F = constante de Faraday (9,6 x 10 4 J V -1 mol -1 ) 
z = Valencia (carga) do ion 
In = logaritmo na base e 
A equagao de Nernst e derivada como segue: 

A molecula em solugao (um soluto) tende a mover-se de 
uma regiao de alta concentragao para uma regiao de 
baixa concentrate simplesmente devido a movimentos 
aleatorios das moleculas, o que resulta em seu equilibrio. 
Como consequencia, o movimento a favor de um 
gradiente de concentrate e acompanhado por uma 
mudanga favoravel de energia livre (AG < 0), enquanto o 
movimento contra o gradiente de concentrate e 
acompanhado por uma variate desfavoravel de energia 
livre (AG > 0). (A energia livre e introduzida no Capitulo 2 
e discutida no contexto das reaches redox no Painel 14-1, 
p. 765.) 

A variagae de energia livre por mol de soluto movido 
atraves da membrana plasmatica (AG conc ) e igual a 
-RT In Q/Cj. 

Se o soluto e um ion, o seu deslocamento para uma celula 
atraves de uma membrana cujo interior apresenta uma 
voltagem l/em relate ao exterior causara uma variate 
adicional de energia livre (por mol de soluto deslocado) 
de AG vo , t = zFV. 

No ponto em que os gradientes de concentrate e 
voltagem estao em equilibrio, 

AGconc + AG VO | t = 0 

e a distribute ionica esta em equilibrio atraves da 
membrana. 


Assim, 

zFV-RT In — = 0 
Gj 

e, consequentemente 

v= BL | n -^o 
zF C| 

ou, usando a constante que converte logaritmos naturais 
a base 10, 

./ -j 0 RT - C Q 

17 = 2 ' 3 ^'°9' °-cT 

Para um cation univalente, 

2,3 — = 58 mV a 20°C e 61,5mVa37°C. 

F 

Assim, para tal ion a 37°C, 

V= + 61,5mV para C 0 /Cj = 10, 

enquanto 

V = 0 para C Q / Cj = 1. 

O potencial de equilibrio de K + (V K ), por exemplo, e 
61,5 log 10 ([K + ] o /[K + ]j) milivolts 
(-89 mV para uma celula tipica onde [K + ] 0 = 5 mM 
e [K + ]j = 140 mM). 

No V K , nao existe fluxo liquido de K + atraves da 
membrana. 

Semelhantemente, quando o potencial de membrana 
apresenta um valor de 

61,5 log 10 ([Na + ] o /[Na + ]j), 
o potencial de equilibrio de Na + (V Na ), 
nao existe fluxo liquido de Na + . 

Para qualquer potencial de membrana, V M , a forga liquida 
que tende a mover um tipo particular de ion para o 
exterior celular e proporcional a diferen^a entre l/ M eo 
potencial de equilibrio para o ion: portanto, 

para K + e V M - V K 
e para Na + eV M - \/ Na . 

Quando ha um gradiente de voltagem atraves da 
membrana, os ions responsaveis pelo gradiente — os ions 
positivos de um lado e os ions negativos do outro — 
concentram-se em camadas finas em ambos os lados da 
membrana devido a atragao entre cargas eletricas 
positivas e negativas. O numero de ions que ira formar a 
camada de cargas adjacente a membrana e 
extremamente pequeno comparado ao numero total no 
interior celular. Por exemplo, o movimento de 6 mil ions 
de Na + atraves de 1 |xm 2 de membrana carregara carga 
suficiente para alterar o potencial de membrana em cerca 
de 100 mV. 

Uma vez que existem cerca de 3 x 10 7 Na + em uma celula 
tipica (1 |xm 3 de citoplasma), tal movimento de carga ira 
gerar um efeito insignificante nos gradientes de 
concentra^ao ionicos atraves da membrana. 
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Balango exato de cargas em cada lado da 
membrana; potencial de membrana = 0 



Uma pequena porgao dos ions positivos 
(em vermelho) cruza a membrana da direita 
para a esquerda, deixando seus contraions 
(em vermelho) para tras; isso gera um potencial 
de membrana diferente de zero 


Considere a alteragao no potencial de membrana em uma celula real se a bomba 
de Na + -K + for inativada de maneira brusca. Imediatamente ocorrera uma leve queda no 
potencial de membrana. Isso ocorre porque a bomba e eletrogenica e, quando ativa, tern 
uma pequena contribuigao direta para o potencial de membrana pelo bombeamento de 
tres Na + para fora da celula para cada dois K + que sao bombeados para o interior (ver Fi- 
gura 11-15). No entanto, o desligamento da bomba nao elimina o principal componente 
do potencial de repouso, que e gerado pelo mecanismo de equilibrio de K + recem-des- 
crito. Esse componente do potencial de membrana persiste enquanto a concentragao 
de Na + estiver baixa no interior da celula e a concentragao de K + estiver alta - em geral 
por varios minutos. Contudo, a membrana plasmatica e relativamente permeavel a todos 
os pequenos ions, incluindo o Na + . Portanto, sem a bomba de Na + -K + , os gradientes de 
ions gerados pelo bombeamento por fim diminuirao, e o potencial de membrana esta- 
belecido pela difusao atraves dos canais de escape de K + tambem diminuira. Conforme 
o Na + penetra, a celula alcangara um novo estado de repouso, onde Na + , K + , e Cl" estarao 
em equilibrio atraves da membrana. O potencial de membrana nesse estado sera muito 
menor do que era na celula normal com uma bomba de Na + -K + ativa. 

O potencial de repouso de uma celula animal varia entre -20 mV e -120 mV, de- 
pendendo do organismo e do tipo celular. Embora o gradiente de K + tenha sempre uma 
influencia predominante nesse potencial, os gradientes de outros ions (e os efeitos de 
desequilibrio das bombas de ions) tambem tern um efeito significativo: quanto mais per¬ 
meavel for a membrana a um determinado ion, mais fortemente o potencial de mem¬ 
brana tende a ser dirigido para o valor de equilibrio desse ion. Como consequencia, 
mudangas na permeabilidade de uma membrana a ions podem provocar mudangas sig- 
nificativas no potencial de membrana. Esse e um dos principios-chave que relaciona a 
excitabilidade eletrica das celulas as atividades de canais ionicos. 

Para compreender como os canais ionicos selecionam seus ions e como eles 
abrem e fecham, e necessario conhecer sua estrutura atomica. O primeiro canal ionico 
a ser cristalizado e estudado por difragao de raios X foi um canal de K + bacteriano. Os 
detalhes da sua estrutura revolucionaram o nosso entendimento sobre os canais ionicos. 


Figura 11-23 As bases ionicas de um 
potencial de membrana. Um pequeno 
fluxo de ions inorganicos atraves de um 
canal ionico carrega carga suficiente 
para provocar uma grande alteragao no 
potencial de membrana. Os ions que dao 
origem ao potencial de membrana estao 
em uma fina camada (< 1 nm) superficial 
proxima a membrana, la mantidos por 
atragao eletrica aos seus contraions com 
carga oposta do outro lado da membrana. 
Para uma celula tfpica, 1 microcoulomb 
de carga (6 x 10 12 ions monovalentes) por 
centimetro quadrado de membrana, trans- 
ferido de um lado para o outro da mem¬ 
brana, altera o potencial de membrana em 
aproximadamente 1 V. Isso significa, por 
exemplo, que em uma celula esferica de 
10 |xm de diametro, o numero de ions K + 
que deve fluir para o exterior para alterar o 
potencial de membrana em 100 mV e de 
apenas cerca de 1/100.000 do numero to¬ 
tal de ions K + no citosol. Essa quantidade 
e tao pequena que as concentragoes intra- 
celulares de K + permanecem praticamente 
inalteradas. 


A estrutura tridimensional de um canal de K + bacteriano mostra 
como um canal ionico pode funcionar 

A incrivel habilidade dos canais ionicos de combinar seletividade ionica fina e uma alta 
condutancia tem intrigado os cientistas. Os canais de escape de K + , por exemplo, condu- 
zem K + 10 mil vezes mais rapido do que Na + , embora os dois ions sejam esferas sem ca- 
racteristicas distintivas, com diametros similares (0,133 nm e 0,095 nm, respectivamen- 
te). Uma substituigao de um unico aminoacido no poro de um canal de K + de uma celula 
animal pode resultar em uma perda de seletividade ionica e morte celular. A seletividade 
normal pelo K + nao pode ser explicada pelo tamanho do poro, pois o Na + e menor do que 
o K + . Alem disso, a alta velocidade de condutancia e incompativel com a possibilidade 
de o canal ter sitios seletivos de ligagao a IC, com alta afinidade, uma vez que a ligagao de 
ions K + em tais sitios tornaria muito lenta sua passagem. 
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Figura 11-24 Estrutura de um canal de K + bacteriano. (A) As a-helices transmembrana de apenas duas das quatro subunidades identicas estao representa- 
das. A partir da face citosolica, o poro (esquematicamente sombreado em azul) abre-se para um vestibulo no meio da membrana. 0 vestibulo do poro facilita 
o transporte, permitindo que os ions K + permanegam hidratados, mesmo quando passam do meio caminho de atravessar a membrana. 0 estreito filtro de 
seletividade do poro conecta o vestibulo ao exterior celular. Os oxigenios carbonila revestem as paredes do filtro de seletividade e formam sftios temporaries 
de ligagao para desidratar os ions K + . Dois ions K + ocupam diferentes sftios no filtro de seletividade, enquanto um terceiro fon K + esta localizado no centra do 
vestibulo, onde ele e estabilizado por interagoes eletricas com as extremidades mais negativamente carregadas das helices do poro. As extremidades das quatro 
curtas "helices do poro" (das quais apenas duas estao ilustradas) apontam precisamente para o centra do vestibulo, guiando dessa forma os ions K + no filtro de 
seletividade (Animagao 11.8). (B) Ligagoes peptfdicas possuem um dipolo eletrico, com mais carga negativa acumulada no oxigenio da ligagao C=0 e no nitro- 
genio da ligagao N-H. Em uma a-helice, ligagoes de hidrogenio ( vermelho ) alinham os dipolos. Como consequencia, cada a-helice possui um dipolo eletrico ao 
longo de seu eixo, resultante do somatorio dos dipolos das ligagoes peptfdicas individuals, sendo a extremidade C-terminal mais negativamente carregada (8“) e 
a extremidade N-terminal mais positivamente carregada (8 + ). (A, adaptada de D.A. Doyle et al., Science 280:69-77, 1998.) 


Esse quebra-cabega foi resolvido quando a estrutura de um canal de tC bacteriano 
foi determinada por cristalografia de raios X. O canal e constituido por quatro subuni¬ 
dades transmembrana identicas, que, em conjunto, compoem um poro central atraves 
da membrana. Cada subunidade contribui com duas a-helices transmembrana que sao 
inclinadas para o exterior na membrana e, juntas, formam um cone, cuja extremidade 
mais larga esta voltada para o exterior da celula, onde ions K + deixam o canal (Figura 
11-24). A cadeia polipeptidica que conecta as duas helices transmembrana forma uma 
curta a-helice (helice do poro ) e uma alga essencial que forma uma projegao na segao 
larga do cone para formar o filtro de seletividade. As algas de seletividade das quatro su¬ 
bunidades formam um poro curto, estreito e rigido, revestido pelos atomos de oxigenio 
carbonila da sua cadeia principal de polipeptideos. Visto que as algas de seletividade de 
todos os canais de K + conhecidos apresentam sequencias semelhantes de aminoacidos, 
e provavel que elas formem estruturas bastante similares. 

A estrutura do filtro de seletividade explica a seletividade ionica fina do canal. 
Um ion K + deve perder quase todas as moleculas de agua a ele ligadas para que penetre 
no filtro, onde ele devera interagir com os oxigenios carbonila que revestem o filtro de 
seletividade. Os oxigenios estao rigidamente espagados a uma distancia exata para aco- 
modar um ion K + . Um ion Na + , ao contrario, nao pode entrar no filtro porque os oxigenios 
carbonila estao demasiadamente afastados para que o ion Na + , que e menor, consiga 
compensar o consumo de energia associado com a perda das moleculas de agua neces- 
saria para a entrada (Figura 11-25). 

Os estudos estruturais de canais de K + e de outros canais ionicos tambem indica- 
ram os principios gerais que controlam a abertura e o fechamento desses canais. O con- 
trole envolve o movimento das helices na membrana, de tal forma que elas fecham (obs- 
truem) ou abrem o caminho para o movimento do ion. Dependendo do tipo de canal 
em particular, as helices sofrem uma inclinagao, uma rotagao ou uma curvatura durante 
o processo de controle da abertura. A estrutura de um canal de K + fechado mostra que, 
por meio da inclinagao das helices internas, o poro sofre uma constrigao semelhante a 
um diafragma na sua extremidade citosolica (Figura 11-26). Embora o poro nao se feche 
completamente, a pequena abertura que permanece e bloqueada pelas volumosas ca- 
deias laterais de aminoacidos hidrofobicos que bloqueiam a entrada dos ions. 
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Diversos outros canais ionicos operam usando principios similares: as helices que 
controlam os canais sao acopladas alostericamente a dommios que formam a via condu- 
tora dos ions; e uma alteragao na conformagao do portao controlador - em resposta, por 
exemplo, a ligagao de um ligante ou a um potencial de membrana alterado - provoca como 
efeito carona uma alteragao na conformagao da via condutora, abrindo-a ou bloqueando-a. 


Figura 11-25 Especificidade do filtro 
de seletividade ao K + em um canal de 

K + . As ilustragoes mostram ions K + e Na + 
no vestibulo (A) e no filtro de seletividade 
(B) do poro, visto em secgao transversal. 

No vestibulo, os ions estao hidratados. 

No filtro de seletividade, eles perderam a 
agua, e os oxigenios carbonila estao posi- 
cionados para acomodar um ion K + desi- 
dratado. A desidratagao do ion K + requer 
energia, que e precisamente balanceada 
pela energia obtida a partir da interagao 
do ion com todos os oxigenios carbonila 
que servem como substitutes das molecu¬ 
las de agua. Pelo fato de os ions Na + serem 
pequenos demais para interagir com os 
oxigenios, eles podem entrar no filtro de 
seletividade somente com grande gasto 
energetico. Portanto, o filtro seleciona ions 
K + com alta especificidade. (A, adaptada 
de Y. Zhou et al., Nature 414:43-48, 

2001. Com permissao de Macmillan Pu¬ 
blishers Ltd.) 


Canais mecanossensiveis protegem as celulas de bacterias contra 
pressoes osmoticas extremas 

Todos os organismos, de bacterias unicelulares a animais e plantas multicelulares, devem 
ser capazes de perceber e responder a forgas mecanicas provenientes do ambiente exter- 
no (como som, toque, pressao, forgas de estiramento e gravidade) e a forgas provenientes 
de seu ambiente interno (como pressao osmotica e dobramento da membrana). Sabe-se 
que diversas proteinas sao capazes de responder a tais forgas mecanicas, e um amplo 
subconjunto dessas proteinas foi identificado como possiveis canais mecanossensiveis, 
apesar de poucas delas terem sido de fato associadas diretamente a canais de ions meca- 
nicamente ativados. Uma das razoes para essa lacuna em nosso conhecimento e que, em 
geral, esses canais sao extremamente raros. Celulas ciliadas auditivas da coclea, em hu- 
manos, por exemplo, contem canais de ions controlados mecanicamente extremamente 
sensiveis, mas acredita-se que cada uma das cerca de 15 mil celulas ciliadas individuais 
tenha apenas de 50 a 100 desses canais (Animagao 11.9). Dificuldades adicionais surgem 
do fato de que os mecanismos de controle dos varios tipos de canais mecanossensiveis re- 
querem muitas vezes que o canal esteja inserido em arquiteturas e estruturas complexas 
que necessitam de uma conexao a matriz extracelular ou ao citoesqueleto, caracteristicas 
estas dificeis de reconstituir em modelos experimentais. O estudo de receptores meca¬ 
nossensiveis e um campo de ativa investigagao. 



Helice interna 


FECHADO 


ABERTO 


Figura 11-26 Modelo para o controle 
de um canal de K + bacteriano. O canal 
e visto em seegao transversal. Para adotar 
a conformagao fechada, as quatro helices 
transmembrana internas que revestem o 
poro na face citosolica do filtro de seletivi¬ 
dade (ver Figura 11-24) rearranjam-se para 
fechar a entrada citosolica para o canal. 
(Adaptada de E. Perozo et al., Science 
285:73-78, 1999.) 



Poro ionico 
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Figura 11-27 A estrutura de canais 
mecanossensiveis. Estao ilustradas as 
estruturas cristalograficas de MscS em sua 
conformagao (A) fechada e (B) aberta. 

As vistas laterals (paineis inferiores) mos- 
tram a proteina inteira, incluindo o grande 
domfnio intracelular. As vistas de cima 
(paineis superiores) mostram apenas os 
domfnios transmembrana. A estrutura 
aberta ocupa mais espago na bicamada 
lipidica e e favorecida energeticamente 
quando uma membrana e esticada. Isso 
pode explicar por que os canais MscS 
abrem-se quando pressao se acumula no 
interior da celula. (Codigos PDB: 20AU, 
2W5.) 



Uma classe de canais mecanossensiveis bastante estudada e encontrada na mem¬ 
brana plasmatica de bacterias. Esses canais abrem em resposta ao estiramento meca- 
nico da bicamada lipidica na qual estao inseridos. Quando uma bacteria vivencia um 
ambiente externo de baixa forga ionica (condigoes hipotonicas), como a agua da chuva, 
a celula incha conforme a agua penetra nela, devido a um aumento na pressao osmotica. 
Se a pressao alcanga mveis perigosamente elevados, a celula abre canais mecanossen¬ 
siveis que permitem a saida de pequenas moleculas. Bacterias colocadas experimental- 
mente em agua fresca podem rapidamente perder dessa maneira mais de 95% de suas 
moleculas pequenas, incluindo aminoacidos, agiicares e ions potassio. No entanto, elas 
mantem suas macromoleculas internamente e em seguranga e, dessa forma, podem ra¬ 
pidamente se recuperar apos o retorno das condigoes ambientais a normalidade. 

O controle por estimulos mecanicos foi demonstrado usando tecnicas biofisicas 
nas quais a forga era exercida sobre bicamadas lipidicas puras contendo canais meca¬ 
nossensiveis bacterianos; aplicando, por exemplo, forga de sucgao com o uso de uma 
micropipeta. Essas medidas demonstraram que a celula possui varios canais diferen- 
tes que se abrem sob diferentes mveis de pressao. O canal mecanossensivel de peque- 
na condutancia, denominado canal MscS, abre-se sob pressoes baixas e moderadas 
(Figura 11-27). Ele e composto por sete subunidades identicas, que, no estado aberto, 
formam um poro de aproximadamente 1,3 nm de diametro - grande o suficiente apenas 
para a passagem de moleculas pequenas e ions. Grandes dommios citoplasmaticos li- 
mitam o tamanho das moleculas que podem chegar ao poro. O canal mecanossensivel 
de grande condutancia, denominado canal MscL, alcanga mais de 3 nm de diametro 
quando a pressao se eleva a ponto de a celula poder estourar. 

A fungao de uma celula nervosa depende de sua estrutura 
alongada 

As celulas que fazem um uso mais sofisticado de canais sao os neuronios. Antes de dis- 
cutirmos como tais celulas usam os canais, faremos uma breve descrigao da organizagao 
de um neuronio caracteristico. 

A tarefa fundamental de um neuronio, ou celula nervosa, e receber, conduzir e 
transmitir sinais. Para desempenhar essas fungoes, os neuronios costumam ser extre- 
mamente longos. Em humanos, por exemplo, um unico neuronio, estendendo-se desde 
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a mais de 1 m de comprimento) 


Figura 11-28 Um tipico neuronio de 
vertebrado. As setas indicam a dire- 
gao em que os sinais sao transmitidos. 

0 axonio unico conduz sinais para longe 
do corpo celular, enquanto os multiplos 
dendritos (e o corpo celular) recebem 
sinais dos axonios de outros neuronios. 
Os terminais axonicos findam nos dendri¬ 
tos ou no corpo celular de outros neuro¬ 
nios ou em outros tipos celulares, como 
celulas musculares ou glandulares. 


a medula espinal ate um musculo no pe, pode alcangar ate 1 metro de comprimento. 
Cada neuronio consiste em um corpo celular (contendo o nucleo) e uma serie de peque- 
nos processos, protuberancias finas, irradiando-se a partir do corpo. Em geral, um longo 
axonio conduz sinais do corpo celular para alvos distantes, e varios dendritos curtos e 
ramificados estendem-se do corpo celular como antenas, fornecendo uma grande area 
de superficie para a recepgao de sinais dos axonios de outros neuronios (Figura 11-28), 
apesar de o proprio corpo celular tambem receber tais sinais. Um axonio tipico divide- 
-se na sua extremidade mais distante em muitas ramificagoes, passando sua mensagem 
para muitas celulas-alvo simultaneamente. Do mesmo modo, o grau de ramificagao 
dos dendritos pode ser muito grande - em alguns casos, suficiente para receber mais de 
100 mil sinais de input e m um unico neuronio. 

Apesar dos diferentes significados dos sinais transmitidos pelas diferentes classes 
de neuronios, a forma do sinal e sempre a mesma, consistindo em mudangas no poten- 
cial eletrico atraves da membrana plasmatica do neuronio. O sinal se propaga porque um 
disturbio eletrico produzido em uma parte da membrana e transmitido para outras par¬ 
tes. Tal disturbio torna-se mais fraco com o aumento da distancia da sua fonte, a menos 
que seja despendida energia para amplifica-lo ao longo da sua trajetoria. Em distancias 
curtas, essa atenuagao nao e importante; de fato, muitos neuronios pequenos conduzem 
seus sinais passivamente, sem amplificagao. Para comunicagao a longa distancia, entre- 
tanto, tal propagagao passiva nao e adequada. Assim, os neuronios maiores empregam 
um mecanismo de sinalizagao ativa, que e uma das suas caracteristicas mais marcantes. 
Um estimulo eletrico que excede certo limiar de forga desencadeia uma explosao de ati- 
vidade eletrica que e propagada rapidamente ao longo da membrana plasmatica do neu¬ 
ronio e e mantida, por amplificagao automatica, por todo o caminho. Essa onda de excita- 
gao eletrica, conhecida como potencial de agao, ou impulso nervoso, pode carregar uma 
mensagem, sem atenuagao, de uma extremidade a outra de um neuronio a velocidades 
de 100 metros por segundo ou mais. Os potenciais de agao sao a consequencia direta das 
propriedades dos canais de cations controlados por voltagem, como veremos agora. 

Os canais de cation controlados por voltagem geram potenciais 
de agao em celulas eletricamente excitaveis 

A membrana plasmatica de todas as celulas eletricamente excitaveis - nao apenas dos 
neuronios, mas tambem das celulas musculares, endocrinas e dos ovulos - contem ca¬ 
nais de cation controlados por voltagem, responsaveis pela geragao de potenciais de 
agao. Um potencial de agao e desencadeado por uma despolarizagao da membrana 
plasmatica - ou seja, por uma alteragao no potencial de membrana para um valor me¬ 
nos negativo em seu interior. (Veremos adiante como a agao de um neurotransmissor 
provoca despolarizagao.) Em celulas nervosas e musculoesqueleticas, um estimulo que 
cause suficiente despolarizagao prontamente provoca a abertura de canais de Na + con¬ 
trolados por voltagem, permitindo a entrada de uma pequena quantidade de Na + na 
celula a favor do seu gradiente eletroquimico. O influxo de cargas positivas despolari- 
za ainda mais a membrana, abrindo, portanto, mais canais de Na + , os quais admitem 
mais ions Na + , desencadeando mais despolarizagao. Tal processo de auto amplificagao 
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Figura 11-29 Modelos estruturais de 
canais de Na + controlados por volta- 
gem. (A) 0 canal em celulas animais e 
construido a partir de uma cadeia polipep- 
tfdica unica que contem quatro domfnios 
homologos. Cada dominio contem duas 
a-helices transmembrana (verde) que 
envolvem o poro condutor de ion central. 
Elas sao separadas por sequences ( azul) 
que formam o filtro de seletividade. 

Quatro a-helices adicionais (cinza e verme- 
Iho) em cada dominio constituem o sensor 
de voltagem. As helices S4 ( vermelho) 
sao caracterfsticas pelo fato de conterem 
argininas positivamente carregadas em 
abundancia. Urn portao de inativagao que 
faz parte de uma alga flexfvel que conecta 
o terceiro e quarto domfnios age como 
urn tampao que obstrui o poro no estado 
inativado do canal, como ilustrado na 
Figura 11 -30. (B) Vistas laterais e superior 
de uma protefna de canal bacteriana ho- 
mologa mostrando seu arranjo no interior 
da membrana. (C) Urn corte transversal do 
dominio do poro do canal mostrado em 
(B) mostrando entradas laterais, atraves 
das quais a cavidade central e acessfvel a 
partir da regiao hidrofobica da bicamada 
lipfdica. Em cristais, foi observada a intru- 
sao do poro por cadeias acil dos lipfdeos. 
Esses acessos laterais sao grandes o sufi- 
ciente para permitir a entrada de peque- 
nos farmacos hidrofobicos bloqueadores 
de poro comumente usados como anes- 
tesicos e bloqueadores da condutancia de 
ions. (Codigo PDB: 3RVZ.) 


(um exemplo da retroalimentagao positiva, discutida nos Capitulos 8 e 15) continua ate 
que, em uma fragao de milissegundos, o potencial eletrico local nessa regiao da mem¬ 
brana tenha se deslocado do seu valor de repouso de aproximadamente -70 mV (no axo- 
nio gigante de lula; cerca de -40 mV em humanos) para quase tanto quanto o potencial 
de equilibrio do Na + de aproximadamente +50 mV (ver Painel 11-1, p. 616). Nesse ponto, 
quando a forga motriz eletroquimica liquida para o fluxo de Na + e quase zero, a celula 
atingiria um novo estado de repouso, com todos os seus canais de Na + permanentemente 
abertos, se a conformagao de abertura do canal fosse estavel. Dois mecanismos atuam 
em conjunto para salvar a celula de tal espasmo eletrico permanente: os canais Na + sao 
automaticamente inativados e canais de K + controlados por voltagem abrem-se para 
restaurar o potencial de membrana ao seu valor negativo inicial. 

O canal de Na + e construido a partir de uma cadeia polipeptidica unica que contem 
quatro dommios estruturalmente muito semelhantes. Acredita-se que esses dommios 
tenham evoluido por duplicagao genica, seguida de fusao em um unico grande gene 
(Figura 11-29A). Em bacterias, de fato, o canal de Na + e um tetramero de quatro cadeias 
polipeptidicas identicas, apoiando tal ideia evolutiva. 

Cada dominio contribui para o canal central, o que e bastante semelhante ao que 
acontece com o canal de K + . Cada dominio tambem contem um sensor de voltagem 
que se caracteriza por uma helice transmembrana incomum, S4, que contem muitos 
aminoacidos positivamente carregados. Conforme a membrana se despolariza, as he¬ 
lices S4 sofrem uma forga de atragao eletrostatica que as atrai para o lado extracelular 
da membrana plasmatica entao negativamente carregado. A mudanga conformacional 
resultante abre o canal. A estrutura de um canal de Na + controlado por voltagem bacte- 
riano fornece indicagoes de como os elementos estruturais sao arranjados na membrana 
(Figura 11-29B e C). 

Os canais de Na + tambem possuem um mecanismo automatico de inativagao, 
que fecha rapidamente os canais, mesmo que a membrana ainda esteja despolarizada 


Filtro de i- Canal central - 1 

seletividade | | | | 

j: ' ' ■ 

' ' i ' ' i / 1 ^ ' 

- Sensores de voltagem —j - 

(A) Portao de inativagao 


L 

(A) 

VISTA 


Canal central 


Bicamada 


/> P m 0* t i K. 

i i ~ 

/ 







aA&WI 







» • ^ 

- CITOSOL 


Sensores de voltagem 




\[~ \ ^ 1 Portal 

l|_ li . i~ jjCUJ lateral 


CITOSOL 


































CAPITULO 11 Transporte de membrana de pequenas moleculas e propriedades eletricas das membranas 623 





Membrana 

refrataria 



Membrana 

despolarizada 


(C) 


Figura 11-30 Canais de Na + e um potencial de agao. (A) Um potencial de agao e desencadeado por um breve pulso de corrente, que (B) despolariza parcial- 
mente a membrana, como mostrado no grafico do potencial de membrana versus tempo. A curva verde mostra como o potencial de membrana poderia sim- 
plesmente ter relaxado novamente para o valor de repouso apos o estfmulo de despolarizagao inicial se nao houvesse canais de Na + controlados por voltagem na 
membrana. A curva vermelha mostra o curso do potencial de agao que e causado pela abertura e subsequente inativagao dos canais de Na + controlados por vol¬ 
tagem. Os estados dos canais de Na + estao indicados em (B). A membrana nao pode disparar um segundo potencial de agao enquanto o canal de Na + nao tiver 
retornado do estado inativado para a conformagao fechada; ate que isso acontega, a membrana estara refrataria ao estfmulo. (C) Os tres estados do canal de Na + . 
Quando a membrana esta em repouso (fortemente polarizada), a conformagao fechada do canal apresenta a menor energia livre, sendo, portanto, mais estavel; 
quando a membrana e despolarizada, a energia da conformagao aberta e menor, assim o canal apresenta uma alta probabilidade de abrir. No entanto, a energia 
livre da conformagao inativada e ainda menor; portanto, apos um perfodo aleatoriamente variavel gasto no estado aberto, o canal torna-se inativado. Assim, a 
conformagao aberta corresponde a um estado metaestavel que pode existir apenas transitoriamente quando a membrana despolariza (Animagao 11.10). 


(ver Figura 11-30). Os canais de Na + permanecem nesse estado inativado, incapazes de 
reabrirem, ate que o potencial de membrana retorne a seu valor negativo inicial. O tem¬ 
po necessario para um numero suficiente de canais de Na + se recuperarem da inativagao 
e darem suporte a um novo potencial de agao, denominado periodo refratario, limita a 
taxa de pulsos repetitivos de um neuronio. O ciclo desde o estimulo inicial ate o retorno 
ao estado de repouso original leva poucos milissegundos. O canal de Na + pode, portanto, 
existir em tres estados distintos - fechado, aberto e inativado - que contribuem para a 
elevagao e queda do potencial de agao (Figura 11-30). 

Essa descrigao de um potencial de agao aplica-se apenas a uma regiao pequena 
da membrana plasmatica. A despolarizagao autoamplificante da regiao, entretanto, e 
suficiente para despolarizar regioes adjacentes da membrana, que, entao, passam pelo 
mesmo ciclo. Dessa forma, o potencial de agao propaga-se como uma onda que viaja a 
partir do sitio inicial de despolarizagao para envolver a membrana plasmatica inteira, 
como ilustrado na Figura 11-31. 

0 uso de canal-rodopsinas revolucionou o estudo dos circuitos 
neurais 

As canal-rodopsinas sao canais de ion fotossensiveis que se abrem em resposta a luz. 
Eles evoluiram como receptores sensoriais em algas verdes fotossinteticas para permitir 
que as algas migrassem em diregao a luz. A estrutura da canal-rodopsina e bastante se- 
melhante a da bacteriorrodopsina (ver Figura 10-31). Ela contem um grupo retinal ligado 
covalentemente que absorve luz e sofre uma reagao de isomerizagao, que induz uma al- 
teragao na conformagao da protema, abrindo um canal ionico na membrana plasmatica. 
Em contraste com a bacteriorrodopsina, que e uma bomba de protons dirigida por luz, a 
canal-rodopsina e um canal cationico dirigido por luz. 

Com o uso de tecnicas de engenharia genetica, a canal-rodopsina pode ser expres- 
sa em praticamente qualquer tipo celular de vertebrados ou invertebrados. Os pesqui- 
sadores inicialmente introduziram o gene em neuronios em cultura e mostraram que 
pulsos {flashes ) de luz eram capazes de levar a ativagao da canal-rodopsina e induzir os 
neuronios a disparar potenciais de agao. Visto que a frequencia dos flashes de luz deter- 
mina a frequencia dos potenciais de agao, e possivel controlar a frequencia dos pulsos 
neuronais com uma precisao de milissegundos. 
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Figura 11-31 Propagagao de um potencial 
de agao ao longo de um axonio. (A) As volta- 
gens que podem ser registradas a partir de um 
conjunto de eletrodos intracelulares colocados 
em intervalos ao longo do axonio. (B) As altera- 
goes nos canais de Na + e os fluxos de corrente 
(.setas vermelhas curvas) que dao origem a um 
potencial de agao em movimento. A regiao 
do axonio com uma membrana despolarizada 
esta sombreada em azul. Observe que uma vez 
que um potencial de agao comega a progredir, 
ele deve continuar na mesma diregao, apenas 
distanciando-se do local de despolarizagao, pois 
a inativagao do canal de Na + impede que a des¬ 
polarizagao retroceda. 


Axonio no tempo = 0 (disparo do potencial de agao) 
CANAIS DE Na + 



REPOLARIZADO DESPOLARIZADO REPOUSO 



Na + Na + 


Axonio no tempo = 1 milissegundo 
CANAIS DE Na + 



(B) Na + Na + 


Figura 11-32 Controle optogenetico 
dos neuronios de agressao em camun- 
dongos vivos. Um gene que codifica a 
canal-rodopsina foi introduzido em uma 
subpopulagao de neuronios no hipotalamo 
de um camundongo. Quando os neuro¬ 
nios foram expostos ao piscar de uma luz 
azul, pelo uso de um pequeno cabo de fi¬ 
bres opticas anteriormente implantado, os 
canais de canal-rodopsina se abriram, des- 
polarizando e ativando as celulas. Quando 
a luz foi ligada, o camundongo imediata- 
mente tornou-se agressivo e atacou a luva 
de borracha inflada; quando a luz foi desli- 
gada, seu comportamento imediatamente 
voltou ao normal (Animagao 11.11). 

(De D. Lin et al., Nature 470:221-226, 

2011. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 


Logo, neurobiologos usaram essa abordagem para ativar neuronios especificos do 
cerebro de animais-modelo usados em experimentos. Usando um minusculo cabo de fibra 
optica implantado proximo a regiao cerebral relevante, eles puderam pulsar luz para ati¬ 
var especificamente os neuronios que continham canal-rodopsina induzindo-os a disparar 
seus potenciais de agao. Um grupo de pesquisadores expressou canal-rodopsina em um 
subgrupo de neuronios de camundongos que se acreditava estarem envolvidos em com- 
portamentos de agressividade: quando essas celulas foram ativadas por luz, o camundongo 
imediatamente atacou toda e qualquer coisa presente em seu ambiente - inclusive outros 
camundongos e mesmo uma luva de latex inflada (Figura 11-32); quando a luz foi desliga- 
da, os neuronios silenciaram-se e o comportamento do camundongo retornou ao normal. 





































CAPITULO 11 Transporte de membrana de pequenas moleculas e propriedades eletricas das membranas 625 



1 mrrvM 


Camadas 
de mielina 


Axonio 


Nucleo 


Bainha de 
mielina 


Nodulos de Ranvier 




(C) Modulo de Bainha de mielina 

Ranvier 


Bainha de mielina madura 



1 |xm 


Apos esses estudos pioneiros, os pesquisadores manipularam outros transportado- 
res e canais ionicos responsivos a luz, inclusive alguns que podem inativar rapidamente 
neuronios especificos. Assim, hoje e possivel ativar ou inibir transitoriamente neuronios 
especificos no cerebro de animais conscientes e acordados, com uma precisao espacial 
e temporal quase inacreditavel. Dessa forma, um novo campo de estudos, denominado 
optogenetica, esta rapidamente se expandindo e revolucionando a neurobiologia, per- 
mitindo que os cientistas analisem os neuronios e circuitos subjacentes mesmo aos mais 
complexos comportamentos em modelos animais, inclusive primatas nao humanos. 

A mielinizagao aumenta a velocidade e a eficacia da propagagao 
do potencial de agao em celulas nervosas 

Os axonios de muitos neuronios de vertebrados sao envolvidos por uma bainha de mie¬ 
lina, que aumenta muito a velocidade na qual um axonio pode conduzir um potencial 
de agao. A importancia da mielinizagao e demonstrada dramaticamente pela doenga 
desmielinizante esclerose multipla, na qual o sistema imunologico destroi as bainhas de 
mielina em algumas regibes do sistema nervoso central; nas regioes afetadas, a propa¬ 
gagao do impulso nervoso consideravelmente retarda, falha ou e ausente, muitas vezes 
com consequencias neurologicas devastadoras. 

A mielina e formada por celulas de suporte especializadas nao neuronais, cha- 
madas de celulas da glia. As celulas de Schwann sao as celulas da glia que mielini- 
zam axonios em nervos perifericos, e os oligodendrocitos mielinizam axonios no 
sistema nervoso central. Essas celulas da glia mielinizantes depositam camada sobre 
camada de sua propria membrana plasmatica em uma espiral justa em torno do axonio 
(Figura 11-33A e B), isolando a membrana do axonio de tal forma que pouca corrente 
pode vazar atraves dela. A bainha de mielina e interrompida em espagamento regular 
nos nodulos de Ranvier (ou nos de Ranvier), onde estao concentrados quase todos os 
canais de Na + do axonio (Figura 11-33C). Tal arranjo permite que um potencial de agao 
se propague ao longo de um axonio mielinizado, saltando de um no para outro no, em 
um processo denominado condugao saltatoria. Esse tipo de condugao apresenta duas 


Figura 11-33 Mielinizagao. (A) Um 

axonio mielinizado de um nervo periferi- 
co. Cada celula de Schwann envolve sua 
membrana plasmatica concentricamente 
em torno do axonio para formar um 
segmento de bainha de mielina de cerca 
de 1 mm de comprimento. Para maior 
clareza, as camadas de mielina nao estao 
mostradas compactadas tao fortemente 
como sao na realidade (ver parte B). 

(B) Uma fotomicrografia eletronica de um 
nervo da perna de um rato jovem. Duas 
celulas de Schwann podem ser vistas: 
uma proxima a regiao inferior, apenas 
iniciando a mielinizagao do seu axonio; 
a outra, acima desta, com a bainha de 
mielina quase madura. (C) Fotomicrografia 
de fluorescencia e diagrama de axonios 
individuals mielinizados e afastados em 
um nervo optico de rato, ilustrando o con- 
finamento dos canais de Na + controlados 
porvoltagem (verde) na membrana axonal 
em um nodulo de Ranvier. Uma proteina 
chamada de Caspr ( vermelha) marca as 
jungoes onde a membrana plasmatica da 
celula da glia de mielinizagao firmemente 
contata o axonio de cada lado do nodulo. 
Canais de K + controlados por voltagem 
( azul) se posicionam em regioes da mem¬ 
brana plasmatica do axonio distantes do 
nodulo. (B, de Cedric S. Raine, in Myelin 
[P. Morell, ed.]. New York: Plenum, 1976; 
C, de M.N. Rasband and P. Shrager, J. 
Physiol. 525:63-73, 2000. Com permissao 
de Blackwell Publishing.) 
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vantagens principals: os potenciais de agao viajam muito mais rapidamente e a energia 
metabolica e conservada porque a excitagao ativa e confinada as pequenas regioes da 
membrana plasmatica do axonio nos nodulos de Ranvier. 


0 registro de patch-damp indica que os canais ionicos individuals 
abrem de maneira "tudo ou nada" 


Figura 11-34 Atecnica de registro de 
patch-clamp. Devido a uma vedagao ex- 
tremamente forte entre a micropipeta e a 
membrana, a corrente pode entrar ou sair 
da micropipeta somente passando pelos 
canais ionicos na regiao (patch) da mem¬ 
brana que cobre a ponta da pipeta. 0 ter- 
mo grampo (clamp) e utilizado porque urn 
dispositivo eletronico e empregado para 
manter, ou "grampear", o potencial de 
membrana em um valor fixo enquanto re- 
gistra a corrente ionica atraves dos canais 
individuals. 0 registro das correntes por 
esses canais pode ser feito com a regiao 
da membrana ainda aderida ao restante 
da celula como em (A) ou destacada como 
em (B). A vantagem da regiao destacada 
e a facilidade de se alterar a composigao 
da solugao em qualquer um dos lados da 
membrana para testar o efeito de diferen- 
tes solutos no comportamento do canal. 
Uma porgao destacada tambem pode 
ser produzida com orientagao oposta, de 
forma tal que a superficie citoplasmatica 
da membrana fique voltada para o interior 
da pipeta. 


A membrana plasmatica de celulas neuronais e musculoesqueleticas contem muitos 
milhares de canais de Na + controlados por voltagem, e a corrente que cruza a mem¬ 
brana e o somatorio das correntes que fluem por todos esses canais. Esse agregado de 
correntes pode ser registrado com um microeletrodo intracelular, como ilustrado na 
Figura 11-31 A. Incrivelmente, no entanto, tambem e possivel registrar a corrente que 
flui atraves de um unico canal individual. Tecnicas de registro de patch-clamp (ou re¬ 
gistro de regiao grampeada), desenvolvidas nos anos de 1970 e 1980, revolucionaram o 
estudo de canais ionicos e tornaram possivel examinar o transporte atraves de um unico 
canal em uma pequena regiao ou trecho {patch) da membrana cobrindo a extremidade 
de uma micropipeta (Figura 11-34). Por meio dessa tecnica simples, mas eficaz, podem 
ser estudadas as propriedades detalhadas dos canais ionicos em qualquer tipo de celula. 
Esse trabalho levou a descoberta de que mesmo as celulas que nao sao excitaveis eletri- 
camente em geral possuem uma ampla variedade de canais ionicos em sua membrana 
plasmatica. Muitas dessas celulas, como as leveduras, sao pequenas demais para serem 
investigadas pelo metodo tradicional de eletrofisiologia que consiste na implantagao de 
um microeletrodo intracelular. 

Os registros de patch-clamp indicaram que os canais ionicos individuals abrem 
de modo “tudo ou nada”. Por exemplo, um canal de Na + controlado por voltagem abre 
e fecha aleatoriamente, mas, quando aberto, o canal tern sempre a mesma condutancia 
grande, permitindo a passagem de mais de mil ions por milissegundo (Figura 11-35). 
Portanto, o agregado de correntes que passa pela membrana de uma celula nao indica 
o grau de abertura de um canal individual tipico, mas sim o numero total de canais na 
membrana que estao abertos em um dado momento. 

Alguns principios fisicos simples permitiram refinar nossa compreensao do con- 
trole por voltagem a partir da perspectiva de um unico canal de Na + . O interior de um 
neuronio ou de uma celula muscular em repouso apresenta potencial eletrico de cerca 
de 40 a 100 mV mais negativo do que o meio externo. Embora essa diferenga de potencial 
parega pequena, ela existe atraves de uma membrana plasmatica de somente 5 nm de 
espessura, de tal maneira que o gradiente de voltagem resultante e de cerca de 100.000 
V/cm. Protemas carregadas na membrana como canais de Na + estao, portanto, sujeitas 
a um campo eletrico muito grande que pode afetar profundamente sua conformagao. 
Cada conformagao pode "alternar” para outra conformagao se for suficientemente "sa- 
cudida” pelos movimentos termicos aleatorios do meio circundante, e e a estabilidade 
relativa das conformagoes fechada, aberta e inativada em relagao a alternancia que e 
alterada por mudangas no potencial de membrana (ver Figura 11-30C). 
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Os canais de cation controlados por voltagem sao evolutiva e 
estruturalmente relacionados 

Os canais de Na + nao sao o unico tipo de canal cationico controlado por voltagem que 
pode gerar um potencial de agao. Os potenciais de agao em algumas celulas musculares, 
ovulos e celulas endocrinas, por exemplo, dependem de canais de Ca 2+ controlados por 
voltagem em vez de canais de Na + . 

Ha uma quantidade surpreendente de diversidade estrutural e funcional dentro 
de cada uma das diferentes classes de canais de cation controlados por voltagem, ge- 
rada tanto por multiplos genes quanto pelo splicing alternative de transcritos de RNA 
produzidos a partir de um mesmo gene. No entanto, as sequencias de aminoacidos dos 
canais de Na + , K + e Ca 2+ conhecidos mostram fortes semelhangas, sugerindo que eles 
pertengam a uma grande superfamilia de protemas evolutiva e estruturalmente relacio- 
nadas e que compartilhem muitos principios estruturais. Enquanto a levedura unice- 
lular S. cerevisiae contem um unico gene que codifica um canal de K + controlado por 
voltagem, o genoma do nematodeo C. elegans contem 68 genes que codificam diferentes, 
embora relacionados, canais de K + . Essa complexidade indica que mesmo um sistema 
nervoso simples, composto de apenas 302 neuronios, utiliza um grande numero de ca¬ 
nais ionicos diferentes para computar suas respostas. 

Os humanos que herdam genes mutantes para canais ionicos podem sofrer de di- 
versas doengas neuronais, musculares, cardiacas ou que afetam o cerebro, dependen- 
do do tipo de celula que normalmente conteria o canal expresso pelo gene mutante. 
As mutagoes em genes que codificam canais de Na + controlados por voltagem em celu¬ 
las musculoesqueleticas, por exemplo, podem causar miotonia , uma condigao na qual 
o relaxamento muscular apos uma contragao voluntaria e fortemente retardado, cau- 
sando espasmos musculares dolorosos. Em alguns casos, isso ocorre devido a uma falha 
na inativagao dos canais; como resultado, a entrada de Na + persiste apos o termino do 
potencial de agao e reinicia repetidamente a despolarizagao da membrana e a contra¬ 
gao muscular. De modo similar, mutagoes que afetam canais de Na + ou de K + no cerebro 
podem causar epilepsia, na qual pulsos excessivos e sincronizados de grandes grupos de 
celulas nervosas causam eventos epilepticos (convulsoes ou desmaios). 

A combinagao particular de canais de ions condutores de Na + , K + e Ca 2+ expressos 
em um neuronio determina em grande parte como a celula dispara sequencias repetiti- 
vas de potencial de agao. Algumas celulas nervosas podem repetir os potenciais de agao 
ate 300 vezes por segundo; outros neuronios pulsam em rajadas curtas de potenciais de 
agao separadas por periodos de silencio; outros, ainda, raramente pulsam mais do que 
um potencial de agao por vez. Ha uma incrivel diversidade de neuronios no cerebro. 

Diferentes tipos de neuronios apresentam propriedades de 
disparo caracteristicas e estaveis 

Estima-se que o cerebro humano contenha cerca de 10 11 neuronios e 10 14 conexoes si- 
napticas. Para tornar as coisas ainda mais complexas, os circuitos neurais sao continua- 
mente moldados em resposta as experiences, sendo modificados conforme aprendemos 
e armazenamos memorias, e irreversivelmente alterados pela gradual perda de neuro¬ 
nios e suas conexoes a medida que envelhecemos. Como um sistema tao complexo pode 
ser sujeito a tantas alteragoes e ainda assim continuar a funcionar de forma estavel? Uma 
teoria recente sugere que os neuronios individuals sao dispositivos autoajustaveis, cons- 
tantemente ajustando a expressao de canais ionicos e receptores de neurotransmissores 
a fim de manter um funcionamento estavel. Como isso poderia funcionar? 

Os neuronios podem ser classificados funcionalmente em diferentes tipos, em parte 
com base na sua propensao em disparar potenciais de agao e em seu padrao de pulso. Por 
exemplo, alguns neuronios disparam potenciais de agao frequentemente, enquanto outros 
pulsam raramente. As propriedades de pulso de cada tipo de neuronio sao determinadas 
em grande parte pelos canais de ion que a celula expressa. O numero de canais ionicos na 
membrana de um neuronio nao e fixo: conforme as condigoes mudam, um neuronio pode 
modificar o numero de canais despolarizantes (Na + e Ca 2+ ) e hiperpolarizantes (K + ) e man¬ 
ter suas proporgoes ajustadas a fim de manter seu comportamento de pulso caracteristico 
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Figura 11-35 Medidas de patch-clamp 
para um unico canal de Na + controlado por 
voltagem. Uma regiao diminuta da membrana 
plasmatica foi destacada de uma celula muscu¬ 
lar embrionaria de rato, como na Figura 11-34. 
(A) A membrana foi despolarizada por uma 
mudanga abrupta de potencial de -90 para 
cerca de -40 mV. (B) Tres registros de correntes 
de tres experiments realizados na mesma 
porgao de membrana. Cada ciclo de corrente 
em (B) representa a abertura e o fechamento 
de um unico canal. Uma comparagao dos tres 
registros mostra que, apesar de a duragao de 
abertura e fechamento de canal variar muito, 
a taxa na qual a corrente flui atraves de um 
canal aberto (sua condutancia) e praticamente 
constante. As pequenas flutuagoes observadas 
nos registros de correntes sao, de modo geral, 
originarias de interference eletrica no equipa- 
mento de registro. O fluxo de corrente na ce¬ 
lula, medido em picoamperes (pA), e mostrado 
como uma deflexao descendente da curva. Por 
convengao, o potencial eletrico no exterior da 
celula e definido como igual a zero. (C) A soma 
das correntes medidas em 144 repetigoes do 
mesmo experiment. Essa corrente agregada e 
equivalent a corrente normal de Na + que po¬ 
deria ser observada fluindo por uma regiao de 
membrana relativamente grande contendo 144 
canais. Uma comparagao de (B) e (C) mostra 
que a cinetica das correntes agregadas reflete a 
probabilidade de que qualquer canal individual 
esteja no estado aberto; essa probabilidade 
diminui com o tempo, a medida que os canais 
adotam sua conformagao inativa na membrana 
despolarizada. (Dados de J. Patlak e R. Horn, J. 
Gen. Physiol. 79:333-351, 1982. Com permis- 
sao de The Rockefeller University Press.) 
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Figura 11-36 Sinapse quimica. (A) Quando um potencial de agao atinge o terminal 
nervoso na celula pre-sinaptica, ele estimula o terminal a liberar neurotransmissor. As mo- 
leculas do neurotransmissor estao contidas em vesiculas sinapticas e sao liberadas para o 
exterior da celula quando as vesiculas fundem-se com a membrana plasmatica do terminal 
nervoso. 0 neurotransmissor liberado liga e abre canais ionicos controlados por transmissor 
concentrados na membrana plasmatica da celula-alvo pos-sinaptica, na sinapse. 0 fluxo de 
ions resultante altera o potencial de membrana da membrana pos-sinaptica, transmitindo, 
desse modo, um sinal a partir do nervo excitado (Animagao 11.12). (B) Fotomicrografia 
eletronica de uma fina secgao de duas sinapses terminals nervosas em um dendrito de uma 
celula pos-sinaptica. (B, cortesia de Cedric Raine.) 
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- em um exemplo impressionante de controle homeostatico. Os mecanismos moleculares 
envolvidos nesse controle permanecem um grande misterio. 

Os canais ionicos controlados por transmissor convertem sinais 
qufmicos em sinais eletricos nas sinapses qufmicas 

Os sinais neuronais sao transmitidos de uma celula a outra em sitios especializados de 
contato conhecidos como sinapses. O mecanismo normal de transmissao e indireto. 
As celulas sao isoladas eletricamente uma da outra, sendo a celula pre-sinaptica separada 
da celula pos-sinaptica por uma estreita fenda sinaptica. Quando um potencial de agao 
chega ao sitio pre-sinaptico, a despolarizagao da membrana abre canais de Ca 2+ contro¬ 
lados por voltagem que estao agrupados na membrana pre-sinaptica. O influxo de Ca 2+ 
provoca a liberagao, na fenda, de pequenas moleculas de sinal conhecidas como neuro- 
transmissores, que sao estocados em vesiculas sinapticas delimitadas por membrana e 
liberados por exocitose (discutido no Capitulo 13). O neurotransmissor difunde-se rapi- 
damente atraves da fenda sinaptica e provoca uma mudanga eletrica na celula pos-sinap¬ 
tica por ligagao a canais ionicos controlados por transmissor e indugao de sua abertura 
(Figura 11-36). O neurotransmissor e rapidamente removido apos sua secregao: ele e 
destruido por enzimas especificas na fenda sinaptica ou e captado pelo terminal nervoso 
pre-sinaptico ou pelas celulas da glia adjacentes. A reabsorgao e mediada por uma gama 
de neurotransmissores simporte dependentes de Na + (ver Figura 11-8); dessa forma, os 
neurotransmissores sao reciclados, permitindo que as celulas trabalhem com altas taxas 
de liberagao. A rapida remogao garante a precisao espacial e temporal da sinalizagao em 
uma sinapse. Esse mecanismo diminui as chances de um transmissor influenciar celulas 
vizinhas e limpa a fenda sinaptica antes de o proximo pulso de neurotransmissor ser li¬ 
berado, de tal forma que o intervalo dos eventos repetidos de sinalizagao rapida pode ser 
exatamente comunicado a celula pos-sinaptica. Como veremos, a sinalizagao por meio 
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dessas sinapses quimicas e muito mais versatil e adaptavel do que o acoplamento eletrico 
direto por jungoes do tipo fenda nas sinapses eletricas (discutido no Capitulo 19), as quais 
tambem sao utilizadas pelos neuronios, porem em menor frequencia. 

Os canais de ion controlados por transmissores, tambem denominados re- 
ceptores ionotropicos, sao construidos de forma a rapidamente converter sinais qui- 
micos extracelulares em sinais eletricos nas sinapses quimicas. Os canais estao con- 
centrados em uma regiao especializada da membrana plasmatica pos-sinaptica na 
sinapse e abrem transitoriamente em resposta a ligagao de moleculas neurotransmisso- 
ras, dessa forma produzindo uma pequena mudanga de permeabilidade na membrana 
(ver Figura 11-36A). Diferentemente dos canais controlados por voltagem responsaveis 
por potenciais de agao, os canais controlados por transmissor sao relativamente insensi- 
veis ao potencial de membrana e, portanto, nao podem produzir uma excitagao autoam- 
plificavel. Em vez disso, eles produzem aumentos de permeabilidade local e, portanto, 
mudangas de potencial de membrana, graduadas de acordo com a quantidade de neuro- 
transmissor liberado na sinapse e o seu tempo de persistencia na sinapse. Um potencial 
de agao podera ser acionado apenas se a soma das pequenas despolarizagoes neste sitio 
for capaz de abrir um numero suficiente de canais de cation controlados por voltagem na 
proximidade. Isso pode exigir a abertura de canais ionicos controlados por transmissores 
em diversas sinapses nas proximidades do neuronio-alvo. 

As sinapses quimicas podem ser excitatorias ou inibitorias 

Os canais ionicos controlados por transmissor diferem entre si de varias formas importan- 
tes. Primeiro, como receptores, eles apresentam sitios de ligagao altamente seletivos para o 
neurotransmissor liberado a partir do terminal nervoso pre-sinaptico. Segundo, como ca¬ 
nais, eles sao seletivos ao tipo de ion que cruzara a membrana plasmatica; isso determina a 
natureza da resposta pos-sinaptica. Os neurotransmissores excitatorios abrem canais de 
cation provocando um influxo de Na + e, em muitos casos de Ca 2+ , que despolariza a mem¬ 
brana pos-sinaptica em diregao ao potencial limiar para disparar um potencial de agao. 
Os neurotransmissores inibitorios, ao contrario, abrem canais de Cl" ou canais de K + , e 
isso suprime o pulso, pois dificulta que os neurotransmissores excitatorios despolarizarem 
a membrana pos-sinaptica. Muitos transmissores podem ser excitatorios ou inibitorios, de- 
pendendo de onde sao liberados, com quais receptores eles se ligam e das condigoes ionicas 
que encontram. A acetilcolina, por exemplo, pode excitar ou inibir, dependendo do tipo de 
receptores de acetilcolina aos quais se liga. Geralmente, entretanto, a acetilcolina, o gluta- 
mato e a serotonina sao usados como transmissores excitatorios, e o acido y-aminobutirico 
(GABA) e a glicina sao usados como transmissores inibitorios. O glutamato, por exemplo, 
medeia a maior parte da sinalizagao excitatoria no cerebro dos vertebrados. 

Ja discutimos como a abertura de canais de Na + ou Ca 2+ despolariza a membrana. 
A abertura de canais de K + tern o efeito oposto, pois o gradiente de concentragao de K + 
esta na diregao contraria - alta concentragao no interior da celula e baixa no exterior. A 
abertura dos canais de K + tende a manter a celula proxima ao potencial de equilibrio para 
K + , que, como discutido antes, e normalmente perto do potencial de repouso de mem¬ 
brana porque no repouso os canais de K + representam o principal tipo de canal aberto. 
Quando canais de K + adicionais sao abertos, torna-se mais dificil afastar a celula do esta- 
do de repouso. Podemos entender o efeito da abertura de canais de Cl" de modo similar. A 
concentragao de Cl" e muito maior no exterior celular de que no interior (ver Tabela 11-1, 
p. 598), mas seu influxo e contraposto pelo potencial de membrana. De fato, para muitos 
neuronios, o potencial de equilibrio para o Cl" e proximo ao potencial de repouso - ou 
ainda mais negativo. Por essa razao, a abertura de canais de Cl" tende a tamponar o poten¬ 
cial de membrana; conforme a membrana comega a despolarizar, mais ions Cl" carrega- 
dos negativamente entram na celula e se contrapoem a despolarizagao. Assim, a abertura 
de canais de Cl" torna mais dificil a despolarizagao da membrana e, como consequencia, 
a excitagao celular. Algumas toxinas poderosas agem bloqueando a agao de neurotrans¬ 
missores inibitorios: a estricnina, por exemplo, liga-se aos receptores de glicina e impede 
sua agao inibitoria provocando espasmos musculares, convulsoes e morte. 

No entanto, nem toda sinalizagao quimica no sistema nervoso opera por meio des¬ 
ses canais ionicos controlados por ligantes ionotropicos. Na verdade, a maioria das mo¬ 
leculas de neurotransmissores secretadas por terminais nervosos, incluindo uma grande 
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Figura 11-37 Fotomicrografia eletronica 
de varredura de baixo aumento de uma 
jungao neuromuscular em ra. E mostrada a 
terminagao de um unico axonio em uma celula 
musculoesqueletica. (De J. Desaki e Y. Uehara, 
J. Neurocytol. 10:101-110, 1981. Com permis- 
sao de Kluwer Academic Publishers.) 


variedade de neuropeptideos, liga-se a receptores metabotropicos, que regulam canais 
ionicos apenas indiretamente pela agao de pequenas moleculas de sinal intracelulares 
(discutido no Capitulo 15). Todos os receptores de neurotransmissores caem em uma ou 
outra dessas duas classes principals - ionotropicos ou metabotropicos - dependendo 
dos seus mecanismos de sinalizagao: 

1. Receptores ionotropicos sao canais ionicos e atuam em sinapses quimicas rapidas. 
Tanto a acetilcolina quanto a glicina, o glutamato e o GABA atuam em canais de 
ions controlados por transmissores, mediando sinalizagao excitatoria ou inibitoria 
que costuma ser imediata, simples e breve. 

2. Receptores metabotropicos sao receptores acoplados a protema G (discutidos no 
Capitulo 15) que se ligam a todos os outros neurotransmissores (e, confusamente, 
tambem a acetilcolina, ao glutamato e ao GABA). A sinalizagao mediada por liga- 
gao de ligantes a receptores metabotropicos tende a ser muito mais lenta e mais 
complexa do que a mediada pelos receptores ionotropicos e mais duradoura em 
suas consequencias. 

Os receptores de acetilcolina na jungao neuromuscular sao canais 
de cation controlados por transmissores excitatorios 


Um exemplo bem estudado de um canal ionico controlado por transmissor e o receptor 
de acetilcolina das celulas musculoesqueleticas. Esse canal e transitoriamente aberto 
pela liberagao de acetilcolina pelo terminal nervoso na jungao neuromuscular - a si- 
napse quimica especializada entre um neuronio motor e uma celula musculoesqueletica 
(Figura 11-37). Essa sinapse foi bastante investigada por ser facilmente acessivel a estu- 
dos eletrofisiologicos, ao contrario da maioria das sinapses do sistema nervoso central, 
ou seja, do cerebro e da medula espinal em vertebrados. Alem disso, em uma jungao 
neuromuscular os receptores de acetilcolina estao densamente empacotados na mem- 
brana plasmatica de celulas musculares (cerca de 20 mil desses receptores por |jim 2 ), 
com relativamente poucos receptores em outro lugar na mesma membrana. 

Os receptores sao compostos por cinco polipeptideos transmembrana, dois de um 
tipo e tres outros, codificados por quatro genes separados (Figura 11-38A). Os quatro genes 
apresentam sequencias extremamente semelhantes, o que sugere que tenham evoluido de 
um unico gene ancestral. Cada um dos dois polipeptideos identicos de cada pentamero con- 
tribui com um sitio de ligagao a acetilcolina. Quando duas moleculas de acetilcolina ligam- 
-se ao complexo pentamerico, induzem uma mudanga conformacional que abre o canal. 
Com o ligante ligado, o canal continua alternando entre estado aberto e fechado, mas com 
uma probabilidade de 90% de permanecer no estado aberto. Esse estado continua - com a 
acetilcolina ligando-se e desligando-se - ate que a hidrolise da acetilcolina livre pela enzima 
acetilcolinesterase diminua suficientemente a sua concentragao na jungao neuromuscular. 
Uma vez livre de seu neurotransmissor, o receptor de acetilcolina reverte ao seu estado ini- 
cial de repouso. Se a presenga de acetilcolina persiste por um periodo de tempo prolongado, 
como resultado de estimulagao nervosa excessiva, o canal e inativado. Em geral, a acetilcoli¬ 
na e rapidamente hidrolisada, e o canal fecha-se em um intervalo de cerca de 1 milissegun- 
do, bem antes de ocorrer uma dessensibilizagao significativa. A dessensibilizagao acontece 
apos cerca de 20 milissegundos de presenga continuada de acetilcolina. 

As cinco subunidades do receptor de acetilcolina estao arranjadas em um anel, for- 
mando um canal transmembrana preenchido por agua, que consiste em um estreito poro 
na bicamada lipidica, o qual se amplia em vestibulos em ambas as extremidades. A liga¬ 
gao de acetilcolina abre o canal, pois provoca uma rotagao para o exterior das helices que 
revestem o poro, rompendo assim, um anel de aminoacidos hidrofobicos que bloqueia 
o fluxo de ions no estado fechado. Os grupos de aminoacidos carregados negativamente 
em ambas as extremidades do poro auxiliam na exclusao de ions negativos e favorecem a 
passagem de ions positivos com menos de 0,65 nm de diametro (Figura 11-38B). O trafego 
de passagem normal consiste sobretudo de Na + e K + , junto a algum Ca 2+ . Assim, diferente- 
mente dos canais cationicos controlados por voltagem, como o canal de 1C discutido antes, 
existe pouca seletividade entre cations, e as contribuigoes relativas dos diferentes cations a 
corrente no interior do canal dependem sobremaneira das suas concentragoes e das forgas 
motrizes eletroquimicas. Quando a membrana da celula muscular esta em potencial de re- 
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Figura 11-38 Um modelo da estrutura 
do receptor de acetilcolina no muscu¬ 
lo esqueletico. (A) Cinco subunidades 
homologas (a, a, p, 7, 8) se combinam 
para formar um poro transmembrana. As 
duas subunidades a contribuem com um 
sftio de ligagao a acetilcolina aninhado 
entre as subunidades adjacentes. (B) 0 
poro e revestido por um anel de cinco 
a-helices transmembrana, cada subunida- 
de contribuindo com uma (apenas as duas 
subunidades a estao ilustradas). Na con- 
formagao fechada, 0 poro esta obstruido 
pelas cadeias laterais hidrofobicas de cinco 
leucinas (verde), uma de cada a-helice, 
formando um portao proximo a regiao 
mediana da bicamada lipidica. Quando a 
acetilcolina se liga a ambas as subunidades 
a, 0 canal sofre uma alteragao conforma- 
cional que abre 0 portao por uma rotagao 
para fora das helices que contem as 
leucinas de oclusao. Cadeias laterais com 
cargas negativas (indicadas pelos sinais 
em ambas as extremidades dos poros 
asseguram que apenas ions carregados 
positivamente passem atraves do canal. 
(Codigo PDB: 2BG9.) 


pouso, a forga diretriz liquida para o K + e proxima de zero, uma vez que o gradiente de vol- 
tagem quase equilibra o gradiente de concentragao do K + atraves da membrana (ver Painel 
11-1, p. 616). Para o Na + , ao contrario, os gradientes de voltagem e de concentragao atuam 
na mesma diregao, a fim de conduzir o ion para o interior da celula. (Isso tambem ocorre 
com o Ca 2+ , mas a concentragao extracelular do Ca 2+ e tao mais baixa do que a do Na + , que 
o Ca 2+ contribui pouco para a corrente total de entrada.) Portanto, a abertura de canais de 
receptores de acetilcolina leva a um grande influxo liquido de Na + (uma taxa no pico de 
cerca de 30 mil 10 ns por canal a cada milissegundo). Esse influxo induz despolarizagao na 
membrana que sinaliza ao musculo para contrair, como discutido a seguir. 


Os neuronios contem muitos tipos de canais controlados por 
transmissores 

Os canais ionicos que se abrem diretamente em resposta aos neurotransmissores acetilco¬ 
lina, serotonina, GABA e glicina contem subunidades que sao estruturalmente semelhantes 
e provavelmente formam poros transmembrana da mesma forma que o receptor ionotropi- 
co de acetilcolina, embora tenham especificidade de ligagao ao neurotransmissor e seleti- 
vidade de 10 ns distintas. Todos esses canais sao constituidos de subunidades polipeptidicas 
homologas, arranjadas como um pentamero. Canais controlados por glutamato sao uma 
excegao, visto que sao formados a partir de uma familia distinta de subunidades e formam 
tetrameros que se assemelham aos canais de K + discutidos antes (ver Figura 11-24A). 

Para cada classe de canal ionico controlado por transmissor, existem formas alter- 
nativas de cada tipo de subunidade, que podem ser codificadas por genes distintos ou 
entao geradas por splicing alternativo do RNA de um unico produto genico. Essas subuni¬ 
dades reunem-se em combinagoes variadas para formar um conjunto extremamente di- 
verso de subtipos distintos de canais, com diferentes afinidades a ligantes, diferentes con- 
dutancias de canal, diferentes taxas de abertura e fechamento e diferentes sensibilidades 
a farmacos e toxinas. Alguns neuronios de vertebrados, por exemplo, apresentam canais 
ionicos controlados por acetilcolina que diferem daqueles das celulas musculares, sendo 
formados por duas subunidades de um tipo e tres de outro; no entanto, existem pelos 
menos nove genes codificadores para diferentes versoes do primeiro tipo de subunida¬ 
de e pelo menos tres genes que codificam versoes do segundo tipo de subunidade. Sub- 
conjuntos de neuronios que exercem fungoes diferentes no cerebro expressam diferentes 
combinagoes dos genes para essas subunidades. Em principio e em certa medida, na pra- 
tica, e possivel projetar farmacos direcionados contra esses subconjuntos rigorosamente 
definidos, influenciando, assim, especificamente uma fungao cerebral em particular. 
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Muitos farmacos psicoativos atuam nas sinapses 

Canais de ion controlados por transmissores sao ha muito tempo importantes alvos de 
farmacos. Um cirurgiao pode, por exemplo, promover o relaxamento muscular durante 
uma operagao bloqueando os receptores de acetilcolina em celulas de musculo esque- 
letico com curare, uma droga de origem vegetal originalmente utilizada por indigenas 
sul-americanos na ponta de suas flechas de caga. A maioria dos farmacos usados no 
tratamento da insonia, da ansiedade, da depressao e da esquizofrenia exerce seus efei- 
tos nas sinapses quimicas, e muitos deles atuam pela ligagao a canais controlados por 
transmissor. Barbituricos, tranquilizantes (como o diazepam) e comprimidos para dormir 
(como o zolpidem), por exemplo, ligam-se a receptores de GABA, potencializando a agao 
inibitoria do GABA, pois permitem que menores concentragoes desse neurotransmissor 
sejam capazes de abrir canais de Cl“. Nossa crescente compreensao da biologia molecular 
de canais ionicos devera permitir o desenvolvimento de uma nova geragao de farmacos 
psicoativos que atuara ainda mais seletivamente para aliviar o fardo das doengas mentais. 

Alem dos canais ionicos, muitos outros componentes da maquinaria de sinaliza- 
gao sinaptica sao alvos potenciais para farmacos psicoativos. Como mencionado antes, 
apos a liberagao na fenda sinaptica, muitos neurotransmissores sao eliminados por me- 
canismos de reabsorgao mediados por simportes dirigidos por Na + . A inibigao desses 
transportadores prolonga o efeito do neurotransmissor, reforgando, assim, a transmis- 
sao sinaptica. Muitos medicamentos antidepressivos, incluindo a fluoxetina, inibem a 
reabsorgao de serotonina; outros inibem a reabsorgao de serotonina e de norepinefrina. 

Os canais ionicos sao as unidades moleculares basicas a partir das quais sao 
construidos os dispositivos neuronais para sinalizagao e computagao. Para vislumbrar 
quao sofisticados esses dispositivos podem ser, consideraremos varios exemplos que de- 
monstram como a atividade coordenada de grupos de canais ionicos permite que voce 
se mova, sinta ou tenha recordagoes. 

A transmissao neuromuscular envolve a ativaqao sequencial de 
cinco conjuntos diferentes de canais ionicos 

O processo descrito a seguir, no qual um impulso nervoso estimula a contragao de uma 
celula muscular, ilustra a importancia dos canais ionicos para celulas eletricamente 
excitaveis. Essa resposta aparentemente simples requer a ativagao sequencial de, pelo 
menos, cinco conjuntos diferentes de canais ionicos em um intervalo de poucos milisse- 
gundos (Figura 11-39). 

1. O processo e iniciado quando um impulso nervoso atinge o terminal nervoso e 

despolariza a membrana plasmatica do terminal. A despolarizagao abre tempora- 


JUNgAO NEUROMUSCULAR EM REPOUSO JUNgAO NEUROMUSCULAR ATIVADA 


Figura 11-39 Sistema de canais ionicos 
em uma jun^ao neuromuscular. Esses 
canais ionicos controlados sao essenciais 
para o estmnulo da contragao muscular por 
um impulso nervoso. Os varios canais es- 
tao numerados na sequencia na qual sao 
ativados, como descrito no texto. 
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riamente canais de Ca 2+ controlados por voltagem nessa membrana pre-sinaptica. 
Como a concentragao de Ca 2+ no exterior celular e mais de mil vezes maior do que 
a concentragao de Ca 2+ livre no interior da celula, o Ca 2+ flui para o terminal ner- 
voso. O aumento na concentragao de Ca 2+ no citosol do terminal nervoso desenca- 
deia a liberagao local de acetilcolina por exocitose na fenda sinaptica. 

2. A acetilcolina liberada liga-se a receptores de acetilcolina na membrana plasmati- 
ca da celula muscular, abrindo temporariamente os canais cationicos a eles asso- 
ciados. O influxo de Na + resultante induz uma despolarizagao local da membrana. 

3. A despolarizagao local abre canais de Na + controlados por voltagem nessa mem¬ 
brana, permitindo a entrada de mais Na + , que despolariza ainda mais a membrana. 
Como consequencia, os canais de Na + controlados por voltagem adjacentes abrem- 
-se, e e provocada uma despolarizagao autopropagada (um potencial de agao) que 
se espalha, envolvendo a membrana plasmatica inteira (ver Figura 11-31). 

4. A despolarizagao generalizada da membrana plasmatica da celula muscular ativa 
canais de Ca 2+ controlados por voltagem nos tubulos transversais (tubulos T - dis- 
cutidos no Capitulo 16) dessa membrana. 

5. Isso, por sua vez, faz os canais de liberagao de Ca 2+ em uma regiao adjacente a 
membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS) abrirem transitoriamente e liberarem 
o Ca 2+ estocado no RS para o interior do citosol. O tubulo T e as membranas do 
RS estao proximamente associados com os dois tipos de canais unidos em uma 
estrutura especializada, na qual a ativagao do canal de Ca 2+ controlado por volta¬ 
gem na membrana plasmatica do tubulo T provoca uma mudanga conformacional 
do canal que e transmitida mecanicamente para o canal de liberagao de Ca 2+ na 
membrana do RS, abrindo-o e permitindo que o Ca 2+ flua do lumen do RS para o 
citoplasma (ver Figura 16-35). Esse aumento repentino na concentragao de Ca 2+ 
citosolico provoca a contragao das miofibrilas na celula muscular. 

Se o inicio da contragao muscular por um neuronio motor e complexo, uma inter- 
conexao de canais ionicos ainda mais sofisticada e necessaria para um neuronio integrar 
um grande numero de sinais recebidos nas sinapses e computar uma resposta apropria- 
da, como discutiremos a seguir. 

Neuronios individuals sao dispositivos computacionais complexos 

No sistema nervoso central, um unico neuronio pode receber informagao de milhares de 
outros neuronios e pode, por sua vez, formar sinapses com milhares de outras celulas. 
Varios milhares de terminais nervosos, por exemplo, fazem sinapses em um neuronio 
motor medio na medula espinal, cobrindo quase completamente seu corpo celular e 
dendritos (Figura 11-40). Algumas dessas sinapses transmitem sinais do cerebro ou da 
medula espinal; outras trazem informagoes sensoriais dos musculos ou da pele. O neu¬ 
ronio motor deve combinar a informagao recebida de todas essas fontes e reagir dispa- 
rando potenciais de agao ao longo do seu axonio ou permanecendo em repouso. 

Das muitas sinapses em um neuronio, algumas tendem a excita-lo, e outras, a 
inibi-lo. O neurotransmissor liberado em uma sinapse excitatoria causa uma pequena 
despolarizagao na membrana pos-sinaptica denominada potencial pos-sinaptico ( PPS ), 
excitatorio enquanto o neurotransmissor liberado na sinapse inibitoria em geral causa 
uma pequena hiperpolarizagao denominada PPS inibitorio. A membrana plasmatica 
dos dendritos e do corpo celular da maioria dos neuronios contem relativamente baixa 
densidade de canais de Na + controlados por voltagem, e um PPS excitatorio individual 
costuma ser muito pequeno para induzir um potencial de agao. Em vez disso, cada sinal 
recebido inicia um PPS local, que diminui com a distancia relativa ao local da sinapse. 
Se os sinais chegam de forma simultanea em varias sinapses na mesma regiao da arvore 
dendritica, o PPS total na regiao sera aproximadamente a soma dos PPSs individuals, 
com PPSs inibitorios contribuindo negativamente no somatorio. Os PPSs de cada regiao 
vizinha espalham-se passivamente e convergem no corpo celular. Para a transmissao de 
longa distancia, a magnitude combinada do PPS e, entao, traduzida, ou codificada, na 
frequencia de pulsos do potencial de agao: quanto maior a estimulagao (despolarizagao), 
maior sera a frequencia de potenciais de agao. 
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Figura 11-40 Um neuronio motor na 
medula espinal. (A) Milhares de termi¬ 
nals nervosos formam sinapses no corpo 
celular e nos dendritos. Eles trazem sinais 
de outras partes do organismo para con- 
trolar os pulsos (ou disparos) de potenciais 
de agao ao longo do axonio unico dessa 
grande celula. (B) Fotomicrografia de 
fluorescencia mostrando um corpo celular 
do neuronio e seus dendritos corados com 
um anticorpo fluorescente que reconhece 
uma proteina do citoesqueleto (verde) que 
nao esta presente nos axonios. Milhares de 
terminals de axonios ( vermelho ) de outras 
celulas nervosas (nao visfveis) fazem si- 
napse no corpo celular e nos dendritos; os 
terminals estao corados com um anticorpo 
fluorescente que reconhece uma proteina 
nas vesfculas sinapticas. (B, cortesia de 
Olaf Mundigl e Pietro de Camilli.) 


A computaqao neuronal requer uma combinaqao de pelo menos 
tres tipos de canais de K + 

A intensidade da estimulagao que um neuronio recebe e codificada pelo neuronio em 
uma frequencia do potencial de agao para transmissao de longa distancia. A codificagao 
ocorre em uma regiao especializada da membrana axonal conhecida como o segmento 
inicial, ou cone axdnico, na jungao do axonio e do corpo da celula (ver Figura 11-40). 
Essa membrana e rica em canais de Na + controlados por voltagem; mas ela tambem con¬ 
tent pelo menos quatro outras classes de canais ionicos - tres seletivos para K + e um sele- 
tivo para Ca 2+ - que contribuem para a fungao de codificagao do cone axonico. As tres va- 
riedades de canais de K + apresentam propriedades diferentes; vamos nos referir a esses 
canais como canais de 1C tardios, precoces (ou de rapida inativagao) e ativados por Ca 2+ . 

Para entender a necessidade de multiplos tipos de canais, consideraremos primei- 
ro o que poderia acontecer se os unicos canais ionicos controlados por voltagem presen- 
tes na celula nervosa fossem os canais de Na + . Abaixo de um certo limiar de estimulagao 
sinaptica, a despolarizagao da membrana do segmento inicial seria insuficiente para 
gerar um potencial de agao. Com estimulagao gradualmente crescente, o limiar seria ul- 
trapassado, os canais de Na + se abririam e um potencial de agao dispararia. O potencial 
de agao poderia ser interrompido por inativagao dos canais de Na + . Antes que outro po¬ 
tencial de agao pudesse disparar, esses canais teriam que se recuperar de sua inativagao. 
No entanto, isso exigiria um retorno da voltagem de membrana para um valor bastante 
negativo, o que nao ocorreria enquanto o forte estimulo despolarizante (dos PPSs) fosse 
mantido. Um tipo adicional de canal e necessario, portanto, para repolarizar a membra¬ 
na apos cada potencial de agao, a fim de preparar a celula para um novo pulso. 

Essa tarefa e realizada pelos canais de K + tardios, discutidos previamente em rela- 
gao a propagagao do potencial de agao (ver Figura 11-31). Eles sao controlados por volta¬ 
gem, mas, em fungao da sua cinetica mais lenta, eles abrem apenas durante a fase de de- 
clmio do potencial de agao, quando os canais de Na + estao inativos. Sua abertura permite 
um efluxo de K + , que faz a membrana retornar ao potencial de equilibrio do K + , o qual e 
tao negativo que os canais de Na + rapidamente se recuperam do estado inativado. A re- 
polarizagao da membrana tambem causa o fechamento dos canais de K + tardios. O cone 
axonal (segmento inicial), agora, esta reajustado, de modo que o estimulo despolarizante 
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dos sinais sinapticos recebidos pode disparar outro potencial de agao. Dessa forma, a es- 
timulagao sustentada dos dendritos e do corpo celular leva a pulsos repetitivos do axonio. 

Entretanto, a simples emissao de pulsos repetitivos, por si so, nao e suficiente. A 
frequencia dos pulsos tern que refletir a intensidade do estimulo, e um sistema simples 
de canais de Na + e de canais de K + tardios e inadequado para esse proposito. Abaixo de 
um certo limiar de estimulo estavel, a celula nao pulsara; acima desse rnvel limiar, ela 
subitamente comegara a pulsar sob frequencia relativamente rapida. Os canais de K + de 
rapida inativagao (ou precoces) resolvem esse problema. Eles tambem sao controla- 
dos por voltagem e abrem quando a membrana e despolarizada, mas sua sensibilidade 
de voltagem especifica e cinetica de inativagao sao tais que eles atuam para reduzir a 
taxa de pulso em rnveis de estimulo que estao pouco acima do limiar requisitado para 
o pulso. Assim, eles eliminam a descontinuidade na relagao entre a taxa de pulsos e a 
intensidade do estimulo. O resultado e uma velocidade de pulsos proporcional a forga do 
estimulo despolarizante em uma faixa muito ampla (Figura 11-41). 

O processo de codificagao e modulado ainda por outros dois tipos de canais ioni- 
cos do segmento inicial que ja foram mencionados - canais de Ca 2+ controlados por vol¬ 
tagem e canais de K + ativados por Ca 2+ . Eles atuam em conjunto para diminuir a resposta 
da celula a um estimulo prolongado constante - um processo denominado adaptagao. 
Esses canais de Ca 2+ sao semelhantes aos canais de Ca 2+ que medeiam a liberagao de 
neurotransmissores a partir dos terminais axonicos pre-sinapticos; eles abrem quando 
um potencial de agao dispara ou pulsa, transitoriamente permitindo que Ca 2+ entre no 
citosol do axonio no segmento inicial. 

O canal de K + ativado por Ca 2+ abre em resposta a uma concentragao elevada de 
Ca 2+ na face citoplasmatica do canal (Figura 11-42). Um estimulo despolarizante forte e 
prolongado ira desencadear uma longa serie de potenciais de agao, cada um deles per¬ 
mitindo um breve influxo de Ca 2+ atraves dos canais de Ca 2+ controlados por voltagem, 
de tal forma que a concentragao de Ca 2+ local citosolica gradualmente se acumula a um 
nivel alto o suficiente para abrir os canais de K + ativados por Ca 2+ . Visto que o resultante 
aumento da permeabilidade da membrana ao K + torna a membrana mais dificil de des- 
polarizar, o espagamento entre um potencial de agao e o seguinte e aumentado. Dessa 
forma, um neuronio que e estimulado de modo continuo por um periodo prolongado 
torna-se gradualmente menos responsivo ao estimulo constante. 

Tal adaptagao, que tambem pode ocorrer por outros mecanismos, permite que um 
neuronio - de fato, o sistema nervoso em geral - reaja sensivelmente a mudangas, mes- 
mo que elas ocorram em uma situagao de alto background de estimulo constante. Essa e 
uma das estrategias computacionais que nos auxilia, por exemplo, a sentir um leve toque 
no ombro e, no entanto, ignorar a pressao constante de nossas roupas. Discutiremos a 
adaptagao como uma caracteristica geral em processos de sinalizagao celular em mais 
detalhes no Capitulo 15. 

Outros neuronios fazem consideragoes diferentes, reagindo de diversas formas as 
suas entradas sinapticas, de acordo com os distintos conjuntos de canais ionicos exis- 
tentes em sua membrana. Ha varias centenas de genes que codificam canais ionicos no 
genoma humano, dos quais cerca de 150 representam canais controlados por voltagem. 
Complexidade adicional e introduzida pelo splicing alternative dos transcritos de RNA e 


Figura 11-41 A magnitude do poten¬ 
cial pos-sinaptico (PPS) combinado e 
refletida na frequencia de pulsos de 
potencial de a^ao. A combinagao de 
PPSs excitatorios e inibitorios produz um 
PPS combinado no segmento inicial. Uma 
comparagao de (A) e (B) mostra como a 
frequencia de pulsos de um axonio au- 
menta com um aumento do PPS combina¬ 
do, enquanto (C) resume a relagao geral. 
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Poro Domfnio controlado 



Figura 11-42 Estrutura de um canal de 
K + ativado por Ca 2+ . 0 canal contem quatro 
subunidades identicas (que sao mostradas 
em cores diferentes, para maior clareza). 

Ele e controlado tanto por voltagem quanto 
por Ca 2+ . A estrutura mostrada e composta das 
porgoes citosolicas e de membrana do canal, 
cristalografadas separadamente. (Codigos PDB: 
2R99, 1 LNQ.) 



Canal 


Figura 11-43 A estrutura do receptor 
AMPA. Este receptor de glutamato ionotropico 
(nomeado a partir do analogo de glutamato 
acido propionico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- 
-isoxazol) e o mediador mais comum da trans- 
missao sinaptica excitatoria rapida no sistema 
nervoso central. (Codigo PDB: 3KG2.) 


pelo arranjo das diversas subunidades do canal em diferentes combinagoes. Alem disso, 
canais ionicos sao seletivamente posicionados em diferentes locais na membrana plas- 
matica de um neuronio. Alguns canais de K + e Ca 2+ estao concentrados nos dendritos e 
participam no processamento dos sinais de entrada que um neuronio recebe. Como ja 
vimos, outros canais ionicos estao localizados no segmento inicial do axonio, onde eles 
controlam o pulsar do potencial de agao; e alguns canais controlados por ligantes estao 
distribuidos pelo corpo celular e, dependendo de sua ocupagao pelo ligante, modulam a 
sensibilidade geral da celula as entradas sinapticas. A multiplicidade de canais ionicos e 
suas localizagoes evidentemente permitem que cada um dos muitos tipos de neuronios 
possa ajustar seu comportamento eletrico para as tarefas especificas a serem executadas. 

Uma das propriedades cruciais do sistema nervoso e a sua capacidade de aprender 
e lembrar. Essa propriedade depende em parte da capacidade de sinapses individuais 
fortalecerem ou enfraquecerem de acordo com seu uso - um processo chamado de plas- 
ticidade sinaptica. Terminaremos este capitulo considerando um tipo incrivel de canal 
ionico que tern um papel especial em algumas formas de plasticidade sinaptica. Ele esta 
localizado em muitas sinapses excitatorias no sistema nervoso central, onde e controla¬ 
do tanto por voltagem quanto pelo neurotransmissor excitatorio glutamato. Ele tambem 
e o sitio de agao do farmaco psicoativo fenciclidina, conhecido como “po-de-anjo” 

A potencializagao de longo prazo (LTP) no hipocampo de mamiferos 
depende da entrada de Ca 2+ pelos canais receptores NMDA 

Quase todos os animais podem aprender, mas os mamiferos parecem aprender excepcio- 
nalmente bem (ou assim gostamos de pensar). No cerebro de um mamifero, a regiao deno- 
minada hipocampo apresenta um papel especial no aprendizado. Quando ela e destruida 
em ambos os lados do cerebro, a capacidade de formar novas memorias e praticamente 
perdida, embora a memoria previamente estabelecida permanega. Algumas sinapses no hi¬ 
pocampo mostram uma impressionante forma de plasticidade sinaptica com uso repetido: 
enquanto potenciais de agao unicos ocasionais nas celulas pre-sinapticas nao deixam um 
rastro duradouro, uma pequena explosao de pulsos repetitivos provoca potencializagao de 
longo prazo (LTP, do ingles, long-term potentiation), de tal forma que potenciais de agao 
unicos subsequentes nas celulas pre-sinapticas evocam uma resposta bastante aumentada 
nas celulas pos-sinapticas. O efeito dura horas, dias ou semanas, de acordo com o numero e 
a intensidade das sequencias de pulsos repetitivos. Somente as sinapses que foram ativadas 
exibem LTP; as sinapses que permaneceram em repouso na mesma celula pos-sinaptica 
nao sao afetadas. Entretanto, enquanto a celula esta recebendo uma sequencia de estimu- 
lagao repetitiva via um conjunto de sinapses, se um potencial de agao isolado e liberado em 
outra sinapse na sua superficie, essa ultima sinapse tambem sofrera LTP, mesmo conside- 
rando-se que um potencial de agao unico liberado no mesmo local em outro momento nao 
tenha deixado efeito duradouro. 

A regra fundamental em tais eventos parece ser que a LTP ocorre em qualquer oca- 
siao quando uma celula pre-sinaptica pulsa (uma ou mais vezes) em um momento em 
que a membrana pos-sinaptica esta fortemente despolarizada (quer por pulsos repetiti¬ 
vos recentes da mesma celula pre-sinaptica, quer por outros motivos). Essa regra reflete 
o comportamento de uma classe especifica de canais ionicos na membrana pos-sinapti¬ 
ca. O glutamato e o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central de 
mamiferos, e os canais ionicos controlados por glutamato sao os mais comuns de todos 
os canais controlados por neurotransmissor no cerebro. No hipocampo, como em ou- 
tras partes, a maioria das correntes despolarizantes responsaveis por PPSs excitatorios 
e carreada pelos canais ionicos controlados por glutamato, denominados receptores 
AMPA, que operam da forma-padrao (Figura 11-43). Mas a corrente possui, alem disso, 
um segundo e mais intrigante componente, que e mediado por uma subclasse separada 
de canais ionicos controlados por glutamato, conhecidos como receptores NMDA, as¬ 
sim chamados porque sao seletivamente ativados pelo analogo artificial de glutamato 
AAmetil-D-aspartato. Os canais receptores NMDA sao duplamente controlados, abrindo 
apenas quando duas condigoes sao simultaneamente satisfeitas: o glutamato deve estar 
ligado ao receptor, e a membrana deve estar fortemente despolarizada. A segunda con- 
digao e necessaria para a liberagao do Mg 2+ que, em geral, bloqueia o canal em repouso. 
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Glutamato 


O glutamato liberado 
pelo terminal nervoso 
pre-sinaptico ativado abre 
canais de receptores 
AMPA, permitindo 
influxo de Na + que 
despolariza a membrana 
pos-sinaptica 



A despolarizagao remove 
o bloqueio de Mg 2+ do 
canal de receptor NMDA, 
que (com glutamato 
ligado) permite a 
entrada de Ca 2+ na 
celula pos-sinaptica 





Membrana 

despolarizada 


Isso significa que os receptores NMDA normalmente sao ativados apenas quando os re¬ 
ceptores AMPA tambem sao ativados e despolarizam a membrana. Os receptores NMDA 
sao essenciais para a LTP. Quando eles sao seletivamente bloqueados com um inibidor 
especifico ou inativados geneticamente, a LTP nao ocorre, embora a transmissao sinap- 
tica comum continue, indicando a importancia dos receptores NMDA para indugao de 
LTP. Esses animais apresentam deficits especificos nas suas capacidades de aprendiza- 
do, mas comportam-se quase normalmente quanto a outros aspectos. 

Como os receptores NMDA medeiam a LTP? A resposta e que esses canais, quan¬ 
do abertos, sao fortemente permeaveis ao Ca 2+ , que atua como um sinal intracelular na 
celula pos-sinaptica, acionando uma cascata de mudangas que sao responsaveis pela 
LTP. Assim, a LTP e evitada quando os rnveis de Ca 2+ sao mantidos artificialmente baixos 
na celula pos-sinaptica, pela injegao do quelante de Ca 2+ EGTA nessa celula, e pode ser 
induzida aumentando-se artificialmente os rnveis de Ca 2+ intracelular. Entre as mudan- 


Ca 2+ 


O Ca 2+ aumentado no citosol induz a 
celula pos-sinaptica a inserir novos 
receptores AMPA na membrana 
plasmatica, aumentando a 
sensibilidade celular ao glutamato 



gas de longo prazo que aumentam a sensibilidade da celula pos-sinaptica ao glutama¬ 
to, esta a insergao de novos receptores AMPA na membrana plasmatica (Figura 11-44). 
Em algumas formas de LTP, ocorrem alteragoes tambem na celula p re-sinaptica, para 
que ela libere mais glutamato do que o normal, quando ela e ativada posteriormente. 

Se as sinapses fossem capazes apenas de LTP, elas rapidamente tornar-se-iam satu- 
radas e, portanto, teriam um valor limitado como um dispositivo de armazenamento de 
informagoes. Na verdade, elas tambem exibem depressao de longo prazo (LTD, do ingles, 
long-term depression), com efeito de longa duragao na redugao do numero de recepto¬ 
res AMPA na membrana pos-sinaptica. Isso e alcangado pela degradagao dos receptores 
AMPA apos sua endocitose seletiva. Surpreendentemente, a LTD tambem requer a ativa- 
gao de receptores NMDA e a elevagao de Ca 2+ . Como o Ca 2+ induz efeitos opostos em uma 
mesma sinapse? A verdade e que esse controle bidirecional da intensidade sinaptica de- 
pende da magnitude da elevagao dos rnveis de Ca 2+ : altos rnveis de Ca 2+ ativam proteinas- 
-cinase e LTP, ao passo que rnveis moderados de Ca 2+ ativam protemas-fosfatase e LTD. 

Ha evidencias de que os receptores NMDA tern um importante papel na plastici- 
dade sinaptica e na aprendizagem em outras partes do cerebro, assim como no hipo- 
campo. Alem disso, eles tern um papel fundamental no ajuste de padroes anatomicos de 
conexoes sinapticas a luz da experiencia durante o desenvolvimento do sistema nervoso. 

Assim, os neurotransmissores liberados nas sinapses, alem de liberarem sinais ele- 
tricos temporaries, tambem podem alterar as concentragoes de mediadores intracelula- 
res que causam mudangas duradouras na eficacia da transmissao sinaptica. No entanto, 
ainda e incerto como essas mudangas perduram por semanas, meses ou uma vida intei- 
ra, em face da reposigao normal dos constituintes celulares. 


Figura 11-44 Eventos de sinaliza- 
gao na potencializa^ao de longo 
prazo. Embora nao estejam ilustradas, 
alteragoes de melhoria de transmissao 
tambem podem ocorrer nos terminals 
nervosos pre-sinapticos em LTP, os quais 
podem ser induzidos por sinais retrogra- 
dos da celula pos-sinaptica. 


Resumo 

Os canais ionicos formam poros aquosos atraves da bicamada lipidica e permitem que 
os ions inorganicos de tamanho e carga apropriados cruzem a membrana a favor de seus 
gradientes eletroquimicos, em taxas em torno de mil vezes maiores do que aquelas atingi- 
das por qualquer transportador conhecido. Os canais sao u controlados n e em geral abrem 
temporariamente em resposta a uma perturbagao especifica na membrana, como uma 






638 PARTE IV Organizagao interna da celula 


OQUE NAO SABEMOS 

• Como neuronios individuals esta- 
belecem e mantem sua proprie- 
dade intrinseca de pulso de forma 
caracteristica? 

• Ate mesmo organismos com siste- 
ma nervoso muito simples tern de- 
zenas de canais de K + diferentes. 
Por que e importante ter tantos 
tipos diferentes? 

• Por que as celulas que nao sao ele- 
tricamente ativas contem canais 
ionicos controlados por voltagem? 

• Como as memorias sao armazena- 
das durante tantos anos no cere- 
bro humano? 


mudanga no potencial de membrana (canais controlados por voltagem) ou a ligagao de 
um neurotransmissor ao canal (canais controlados por transmissor). 

Os canais de escape seletivos a IC apresentam um papel importante na determina- 
gao do potencial de repouso de membrana atraves da membrana plasmatica na maioria 
das celulas animals. Canais de cation controlados por voltagem sao responsaveis pela 
amplificagao e propagagao de potenciais de agao nas celulas eletricamente excitaveis, 
como os neuronios e as celulas do musculo esqueletico. Os canais ionicos controlados por 
transmissor convertem sinais quimicos em sinais eletricos nas sinapses quimicas. Os neu- 
rotransmissores excitatorios, como a acetilcolina e o glutamato, abrem canais cationicos 
controlados por transmissor e, portanto, despolarizam a membrana pos-sinaptica rumo 
ao limiar necessario para disparar um potencial de agao. Os neurotransmissores inibito- 
rios, como o GABA e a glicina, abrem canais de tC ou Cl controlados por transmissor e 
suprimem os pulsos mantendo a membrana pos-sinaptica polarizada. Uma subclasse de 
canais ionicos controlados por glutamato, denominados canais receptores NMDA, e alta- 
mente permeavel a Ca 2+ , o que pode desencadear mudangas de longo prazo na eflcacia da 
sinapse (plasticidade sinaptica) como LTP e LTD que, acredita-se, estejam envolvidas em 
algumas formas de aprendizagem e memoria. 

Os canais ionicos atuam em conjunto de formas complexas para controlar o compor- 
tamento de celulas eletricamente excitaveis. Um neuronio tipico, por exemplo, recebe mi- 
Ihares de sinais de entrada excitatorios e inibitorios, que somados espacial e temporalmen- 
te se combinam para produzir um potencial pos-sinaptico (PPS) combinado no segmento 
inicial do seu axdnio. A magnitude do PPS e traduzida na taxa de disparo (pulso) dos po¬ 
tenciais de agao por uma mistura de canais de cation na membrana do segmento inicial. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

11-1 O transporte mediado por transportadores pode ser 
tanto ativo quanto passivo, ao passo que o transporte media¬ 
do por canais e sempre passivo. 

11-2 Os transportadores sofrem saturagao em altas con- 
centragoes das moleculas a serem transportadas quando 
todos os seus sitios de ligagao estao ocupados; os canais, por 
outro lado, nao se ligam aos ions que transportam e, dessa 
forma, o fluxo de ions atraves de canais nao sofre saturagao. 

11-3 O potencial de membrana e gerado a partir de movi- 
mentos de carga que mantem as concentragoes ionicas pra- 
ticamente inalteradas, ocasionando apenas discrepancias 
muito pequenas no mimero de ions positivos e negativos 
entre os dois lados da membrana. 

Discuta as questoes a seguir. 

11-4 De acordo com a capacidade de difusao atraves de 
uma bicamada lipidica, comegando pela molecula que atra- 
vessa a bicamada mais facilmente, ordene: Ca 2+ , C0 2 , etanol, 
glicose, RNA e H 2 0. Justifique seu ordenamento. 

11-5 Como e possivel que algumas moleculas estejam em 
equilibrio atraves de uma membrana biologica apesar de 
nao estarem sob a mesma concentragao nos dois lados da 
membrana? 

11-6 Os transportadores ionicos estao “ligados” uns aos 
outros - nao fisicamente, mas como consequencia de suas 
fungoes. Por exemplo, as celulas podem aumentar o pH in- 
terno, quando ele se torna demasiadamente acido, por meio 
da troca de Na + externo por H + interno, usando um antiporte 
Na + -H + . A alteragao de Na + interno e entao reorganizada pela 
atuagao da bomba de Na + -K + . 


A. E possivel que esses dois transportadores, atuando em 
conjunto, normalizem tanto a concentragao de H + quanto a 
de Na + no interior de uma celula? 

B. E possivel que a agao conjunta dessas duas bombas pro- 
voque um desequilibrio na concentragao de K + ou no poten¬ 
cial de membrana? Justifique sua resposta. 

11-7 As microvilosidades aumentam a area de superficie 
das celulas intestinais, levando a uma absorgao mais eficien- 
te de nutrientes. As microvilosidades sao ilustradas em perfil 
e em corte transversal na Figura Qll-1. A partir das dimen- 
soes dadas na figura, estime o aumento na area de superficie 
devido a presenga de microvilosidades (relativo a porgao de 
membrana plasmatica que esta em contato com o lumen do 
intestino) em comparagao a superficie correspondente se a 
celula apresentasse uma membrana plasmatica “plana 7 ! 



1 |xm 0,1 |xm 


Figura Q11-1 As microvilosidades de celulas epiteliais intestinais em perfil 
e em corte transversal. (Painel da esquerda, de Rippel Electron Microscope 
Facility, Dartmouth College; painel da direita, de David Burgess.) 


11-8 De acordo com as leis do movimento de Newton, um 
ion exposto a um campo eletrico no vacuo sofrera uma acele- 
ragao constante referente a forga motriz eletrica, semelhante a 
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aceleragao referente a gravidade, de um corpo em queda livre 
no vacuo. Na agua, no entanto, um ion se move em velocidade 
constante dentro de um campo eletrico. Por que isso acontece? 

11-9 Em um subgrupo de canais de K + controlados por vol- 
tagem, o N-terminal de cada subunidade age como uma bola 
amarrada a extremidade de uma corrente, que obstrui a ex- 
tremidade citoplasmatica dos poros logo depois que ele abre, 
inativando, assim, o canal. Esse modelo de “bola e corrente" 
para a rapida inativagao de canais de K + controlados por volta- 
gem foi elegantemente demonstrado pelo canal de K + shaker da 
Drosophila melanogaster. (O canal de K + shaker da Drosophila 
recebeu este nome a partir da forma mutante que apresenta 
comportamento excitavel - mesmo moscas anestesiadas per- 
manecem com tremores.) A delegao do aminoacido N-termi- 
nal do canal shaker normal da origem a um canal que abre em 
resposta a despolarizagao da membrana, mas que permanece 
aberto em vez de fechar rapidamente como sua versao normal. 
Um peptideo (MAAVAGLYGLGEDRQHRKKQ) que correspon- 
de a porgao N-terminal deletada pode inativar a abertura do 
canal se usado em concentragao de 100 pM. 

A concentragao de peptideo livre (100 pM) necessaria 
para inativar o canal defeituoso de K + e, de alguma forma, se- 
melhante a concentragao local do peptideo ligado a molecu- 
la (modelo de “bola e corrente") que normalmente existe no 
canal? Suponha que a bola acorrentada possa explorar uma 
semiesfera (volume = [2/3]7tr 3 ) com um raio de 21,4 nm, que 
e o comprimento de uma “corrente" polipeptidica (Figura 
Qll-2). Calcule a concentragao relativa a uma bola nessa 
semiesfera. Compare esse valor com a concentragao de pep¬ 
tideo livre necessaria para inativar o canal. 



Figura Q11-2 Uma "bola" ligada por uma "corrente" a um canal de K + 
controlado por voltagem. 


11-10 O axonio gigante da lula (Figura Qll-3) ocupa uma 
posigao unica na historia da nossa compreensao do poten- 
cial de membrana celular e agao dos neuronios. Quando um 
eletrodo e inserido em um axonio gigante intacto, o poten- 
cial de membrana registra -70 mV. Quando o axonio, sus- 
penso em uma solugao de agua do mar, e estimulado para a 
condugao de impulso nervoso, o potencial de membrana e 
transitoriamente alterado de -70 mV para +40 mV. 




Composigao ionica da agua do mar e 
do citosol em um axonio gigante de 
lula 

(on 


Citosol 

Agua do mar 

Na + 

65 mM 

430 mM 

K + 

344 mM 

9 mM 


Para ions univalentes e a 20°C (293 K), a equagao de Nernst 
equivale a 


V= 58 mV x log [CJ Q) 

onde C 0 e Q correspondem as concentragoes externas e in- 
ternas, respectivamente. 

Usando essa equagao, calcule o potencial atraves da 
membrana em repouso (1) assumindo que ele e devido uni- 
camente ao K + e (2) assumindo que ele e devido unicamente 
ao Na + . (As concentragoes de Na + e K + no citosol do axonio 
e na agua do mar sao indicadas na Tabela Qll-1.) Que re- 
sultado esta mais proximo do potencial de repouso medido? 
Que resultado esta mais proximo do potencial de agao me¬ 
dido? Explique por que seus resultados se aproximam dos 
potenciais de agao e repouso medidos. 

11-11 Canais de cation controlados por acetilcolina na 
jungao neuromuscular abrem em resposta a acetilcolina li- 
berada pelo terminal nervoso e permitem que ions Na + pe- 
netrem na celula muscular, o que provoca a despolarizagao 
da membrana e, consequentemente, leva a contragao mus¬ 
cular. 

A. Medidas de patch-clamp mostraram que os musculos 
de ratos jovens tern canais de cation que respondem a ace¬ 
tilcolina (Figura Qll-4). Quantos tipos de canal existem ali? 
Como voce pode afirmar isso? 

B. Calcule, para cada tipo de canal, o numero de ions que 
entram em 1 milissegundo. (1 ampere equivale a uma cor¬ 
rente de 1 coulomb por segundo; 1 pA e igual a 1(T 12 ampe¬ 
res. Um ion com uma unica carga, como o Na + , possui carga 
de 1,6 x 1(T 9 coulombs.) 


2pA|_ 

t 

1 




40 ms 
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Figura Q11-4 Medidas de patch-clamp de canais de cation controlados por 
acetilcolina em musculo de ratos jovens. 


Figura Q11-3 A lula Loligo. Esta lula tern aproximadamente 15 cm de com¬ 
primento. 
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Diferentemente de uma bacteria, que em geral consiste em um unico compartimento 
intracelular envolto por uma membrana plasmatica, uma celula eucariotica e subdividi- 
da de forma elaborada em compartimentos funcionalmente distintos envoltos por mem- 
branas. Cada compartimento, ou organela, contem seu proprio conjunto caracteristico 
de enzimas e outras moleculas especializadas, e sistemas de distribuigao complexos 
transportam produtos especificos de um compartimento a outro. Para entender a celula 
eucariotica, e essencial conhecer como a celula cria e mantem esses compartimentos, o 
que ocorre em cada um deles e como as moleculas se movem entre eles. 

As proteinas conferem caracteristicas estruturais e propriedades funcionais a cada 
compartimento. Elas catalisam as reagoes que la ocorrem e transportam seletivamente 
pequenas moleculas para dentro ou para fora do compartimento. Para organelas envol- 
tas por membrana, as proteinas tambem servem como marcadores de superficie organe- 
la-especificos que direcionam novas remessas de proteinas e lipideos para as organelas 
apropriadas. 

Uma celula animal contem em torno de 10 bilhoes (10 10 ) de moleculas proteicas de 
talvez 10 mil tipos, e a smtese de quase todas elas comega no citosol, o espago do lado 
de fora das organelas delimitadas por membrana. Cada protema recem-sintetizada e en- 
tao entregue especificamente a organela que dela necessite. O transporte intracelular 
de proteinas e o tema central deste capitulo e do proximo. Ao acompanhar o trafego das 
proteinas de um compartimento a outro, podemos comegar a entender o labirinto con- 
fuso de membranas intracelulares. 

COMPARTIMENTAUZAgAO das celulas 

Neste breve resumo dos compartimentos celulares e das relagoes entre eles, organiza- 
mos conceitualmente as organelas em um pequeno niimero de familias distintas, discu- 
timos como as proteinas sao direcionadas a organelas especificas e explicamos como as 
proteinas atravessam as membranas das organelas. 

Todas as celulas eucarioticas tem o mesmo conjunto basico de 
organelas envoltas por membranas 

Muitos processos bioquimicos vitais ocorrem dentro das membranas ou em sua super¬ 
ficie. Enzimas aderidas a membrana, por exemplo, catalisam o metabolismo de lipideos, 
e tanto a fosforilagao oxidativa como a fotossmtese necessitam de uma membrana para 
acoplar o transporte de H + a smtese de ATP. Alem de proporcionar um aumento na area 
de membranas para abrigar reagoes bioquimicas, os sistemas de membranas intrace¬ 
lulares formam compartimentos fechados que sao separados do citosol, criando assim 
espagos aquosos funcionalmente especializados dentro da celula. Nesses espagos, sub- 
conjuntos de moleculas (proteinas, reagentes, ions) sao concentrados para otimizar as 
reagoes bioquimicas nas quais participam. Como a bicamada lipidica das membranas 
celulares e impermeavel a muitas moleculas hidrofilicas, a membrana de uma organela 
deve conter proteinas de transporte de membrana para a importagao e a exportagao de 
metabolitos especificos. Cada membrana de organela deve ser dotada tambem de um 
mecanismo para a importagao e a incorporagao, na organela, de proteinas especificas 
que a tornam unica. 

A Figura 12-1 ilustra os principals compartimentos intracelulares comuns as celu¬ 
las eucarioticas. O nucleo contem o genoma (alem do DNA mitocondrial e de cloroplas- 
tos) eeo sitio principal de smtese de DNA e RNA. O citoplasma circundante consiste no 
citosol e nas organelas citoplasmaticas nele imersas. O citosol, que representa um pouco 
mais da metade do volume total da celula, e o principal sitio de smtese e degradagao de 
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Figura 12-1 Principals compartimentos 
intracelulares de uma celula animal. 0 
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protemas. Ele tambem desempenha a maior parte do metabolismo intermediary da ce¬ 
lula - isto e, as muitas reagoes pelas quais algumas pequenas moleculas sao degradadas 
e outras sao sintetizadas para fornecer as unidades fundamentais das macromoleculas 
(discutido no Capitulo 2). 

Cerca de metade da area total da membrana em uma celula eucariotica envolve 
os espagos labirinticos do reticulo endoplasmatico (RE). O RE rugoso possui muitos ri¬ 
bossomos ligados a sua superficie citosolica. Os ribossomos sao organelas que nao es- 
tao envoltas por membrana; eles sintetizam protemas de membrana integrais e soluveis, 
muitas das quais sao secretadas para o exterior da celula ou para outras organelas. Ve- 
remos que, enquanto as protemas sao translocadas para outras organelas envoltas por 
membranas somente depois de completada sua smtese, eles sao translocados para o RE 
a medida que sao sintetizados. Esse fato explica por que oREea unica organela que tern 
ribossomos nela aderidos. O RE tambem produz a maioria dos lipideos para o restante 
da celula e funciona como reserva de ions Ca 2+ . Regioes do RE que nao possuem ribos¬ 
somos aderidos sao chamadas de RE liso. O RE envia muitas de suas protemas e lipideos 
ao aparelho de Golgi, que, em geral, consiste em pilhas organizadas de compartimentos 
discoides chamados cisternas de Golgi. O aparelho de Golgi recebe lipideos e protemas 
do RE e os envia para varios destinos, com frequencia modificando-os covalentemente 
durante o trajeto. 

As mitocondrias e os cloroplastos produzem grande parte do ATP que as celulas 
utilizam para realizar reagoes que requerem a entrada de energia livre; os cloroplastos 
sao uma versao especializada dos plastidios (presentes em plantas, algas e alguns proto- 
zoarios), os quais tambem possuem outras fungoes, como armazenamento de nutrien- 
tes ou moleculas de pigmento. Os lisossomos contem enzimas digestivas que degradam 
organelas intracelulares mortas, bem como macromoleculas e particulas englobadas do 
exterior da celula por endocitose. A caminho dos lisossomos, o material endocitado deve 
passar primeiramente por uma serie de organelas chamadas de endossomos. Por fim, 
os peroxissomos sao pequenos compartimentos vesiculares que contem enzimas usadas 
em varias reagoes oxidativas. 

Em geral, cada organela envolta por membrana realiza o mesmo conjunto de fun- 
goes basicas em todos os tipos celulares. Contudo, para servir a fungoes especializadas 
nas celulas, essas organelas variam em abundancia e podem ter propriedades adicionais 
que diferem de um tipo celular para outro. 

Em media, os compartimentos envoltos por membranas, juntos, ocupam quase 
metade do volume celular (Tabela 12-1), e uma grande quantidade de membrana in- 
tracelular e necessaria para compo-los. Em celulas do figado e do pancreas, por exem- 
plo, o RE tern uma area total de superficie de membrana que e, respectivamente, 25 ve- 
zes e 12 vezes a da membrana plasmatica (Tabela 12-2). As organelas delimitadas por 
membrana sao firmemente empacotadas no citoplasma e, em termos de massa e area, a 
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membrana plasmatica e apenas uma membrana menor na maioria das celulas eucario- 
ticas (Figura 12-2). 

A abundancia e a forma das organelas envoltas por membrana sao reguladas em 
fungao das necessidades da celula. Isso e particularmente aparente em celulas que sao 
altamente especializadas e, como resultado, dependem de certas organelas especificas. 
As celulas plasmaticas, por exemplo, que secretam seu proprio peso continuamente em 
moleculas de anticorpos na corrente sangumea, contem uma quantidade enorme ampli- 
ficada de RE rugoso, que e encontrado em enormes e achatadas camadas. Celulas espe¬ 
cializadas na smtese de lipideos tambem expandem seu RE, mas, nesse caso, a organela 
forma uma rede de tubulos contorcidos. Alem disso, organelas envoltas por membrana 
costumam ser encontradas em posigoes caracteristicas no citoplasma. Na maioria das 
celulas, por exemplo, o aparelho de Golgi esta localizado proximo ao nucleo, enquanto 
a rede de tubulos do RE estende-se do nucleo por todo o citosol. Essas distribuigoes ca¬ 
racteristicas dependem das interagoes das organelas com o citoesqueleto. A localizagao 
de ambos, RE e aparelho de Golgi, por exemplo, depende do conjunto intacto de micro- 
tubulos; se os microtubulos forem despolimerizados experimentalmente com um far- 
maco, o aparelho de Golgi fragmenta-se e e disperso pela celula, e a rede de RE colapsa 
para o centro da celula (discutido no Capitulo 16). O tamanho, a forma, a composigao e a 
localizagao sao igualmente importantes e regulam caracteristicas que fundamentalmen- 
te contribuem para a fungao dessas organelas. 

A origem evolutiva pode ajudar a explicar a relagao topologica 
das organelas 

Para entender a relagao entre os compartimentos das celulas, e interessante entender 
como eles teriam evoluido. Os precursores das primeiras celulas eucarioticas sao consi- 
derados celulas relativamente simples - parecidas com celulas bacterianas ou procario- 
ticas - que possuem uma membrana plasmatica, mas nao membranas internas. Em tais 
celulas, a membrana plasmatica realiza todas as fungoes dependentes de membrana, 
incluindo o bombeamento de ions, a smtese de ATP, a secregao de protema e a smtese 
de lipideos. As celulas eucarioticas atuais tipicas sao de 10 a 30 vezes maiores em di- 
mensao linear e de 1.000 a 10.000 vezes maiores em volume do que uma bacteria tipica, 
como Escherichia coli. A profusao de membranas internas pode ser vista, em parte, como 
uma adaptagao a esse aumento de tamanho: a celula eucariotica tern uma razao muito 


| Volumes relativos 
ocupados pelos principals 
compartimentos intracelulares 
em uma celula do figado 
(hepatocito) 

Compartimento 

intracelular 

Percentual do 
volume celular 
total 

Citosol 

54 

Mitocondria 

22 

Cisternas do RE 

9 

rugoso 


Cisternas do RE 

6 

liso mais cisterna 


de Golgi 


Nucleo 

6 

Peroxissomos 

1 

Lisossomos 

1 

Endossomos 

1 


1 Quantidades relativas de tipos de membranas em dois tipos de 

celulas eucarioticas 

Tipo de membrana 

Percentual da membrana celular total 

Hepatocito* 

Celula exocrina pancreatica* 

Membrana plasmatica 

2 

5 

Membrana do RE rugoso 

35 

60 

Membrana do RE liso 

16 

< 1 

Membrana do aparelho de Golgi 

7 

10 

Mitocondria 



Membrana externa 

7 

4 

Membrana interna 

32 

17 

Nucleo 



Membrana interna 

0,2 

0,7 

Membrana das vesfculas secretoras 

Nao determinado 

3 

Membrana do lisossomo 

0,4 

Nao determinado 

Membrana do peroxissomo 

0,4 

Nao determinado 

Membrana do endossomo 

0,4 

Nao determinado 


*Essas duas celulas tem tamanhos muito diferentes: um hepatocito medio tern volume de cerca de 5.000 pum 3 
em comparagao com 1.000 |xm 3 da celula pancreatica exocrina. As areas de membrana celular total sao estima- 
das em cerca de 110.000 |xm 2 e 13.000 pirn 2 , respectivamente. 
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Figura 12-2 Micrografia eletronica de 
parte de uma celula do ffgado vista 
em corte transversal. Exemplos da maio- 
ria das principais organelas intracelulares 
estao indicados. (Cortesia de Daniel S. 
Friend.) 
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menor de area de superficie em relagao ao volume, e sua area de membrana plasmatica 
e, presumivelmente, pequena para sustentar as muitas fungoes vitais para as quais as 
membranas sao necessarias. O extenso sistema interno de membranas de uma celula 
eucariotica ameniza esse desequilibrio. 

A evolugao de membranas internas, evidentemente, acompanhou a especiali- 
zagao da fungao da membrana. Um esquema hipotetico de como as primeiras celulas 
eucarioticas, com nucleo e RE, poderiam ter evoluido por meio de invaginagao e dobra- 
mento da membrana plasmatica de uma celula ancestral esta ilustrado na Figura 12-3. 
Esse processo poderia criar organelas delimitadas por membrana com um interior ou 
lumen que e topologicamente equivalente ao exterior de uma celula. Veremos que essa 
relagao topologica e mantida para todas as organelas envolvidas em vias secretoras e 
endociticas, incluindo o RE, o aparelho de Golgi, os endossomos, os lisossomos e os 
peroxissomos. Poder-se-ia pensar que todas essas organelas sao membros do mesmo 
compartimento equivalente topologicamente. Como discutiremos em detalhes no ca- 
pitulo seguinte, seus interiores comunicam-se extensivamente um com o outro e com o 
exterior da celula via vesiculas de transporte, que se desprendem de uma organela e se 
fundem com outra (Figura 12-4). 

Conforme descrito no Capitulo 14, as mitocondrias e os plastidios diferem das ou- 
tras organelas envoltas por membranas pelo fato de conterem seus proprios genomas. 
A natureza desses genomas e a forte semelhanga das protemas nessas organelas com 
aquelas em algumas bacterias atuais sugerem fortemente que as mitocondrias e os plas¬ 
tidios evoluiram de bacterias que foram engolfadas por outras celulas com as quais elas 
inicialmente viveram em simbiose (ver Figuras 1-29 e 1-31): a membrana interna de mi¬ 
tocondrias e plastidios presumivelmente corresponde a membrana plasmatica original 
da bacteria, enquanto o lumen dessas organelas evoluiu do citosol bacteriano. Assim 
como as bacterias das quais eles se derivaram, tanto as mitocondrias quanto os plas¬ 
tidios sao delimitados por uma dupla membrana e permanecem isolados do enorme 
trafego vesicular que conecta os interiores da maioria das outras organelas delimitadas 
por membrana, conectando-os tambem ao exterior da celula. 

Os esquemas evolutivos recem-descritos agrupam os compartimentos intracelula¬ 
res das celulas eucarioticas em quatro familias distintas: (1) o nucleo e o citosol, os quais 
se comunicam por meio dos complexos do poro nuclear e sao, assim, topologicamente 
contmuos (embora funcionalmente distintos); (2) todas as organelas envolvidas em vias 
secretoras e endociticas - incluindo o RE, o aparelho de Golgi, os endossomos, os lisos¬ 
somos, as numerosas classes de intermediaries de transporte, como vesiculas de trans¬ 
porte que se movem entre elas, e os peroxissomos; (3) as mitocondrias; e (4) os plastidios 
(somente em plantas). 
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Figura 12-3 Uma via sugerida para a 
evolugao de celulas eucarioticas e suas 
membranas internas. Como discutido 
no Capitulo 1, existem evidences de que 
o genoma nuclear em celulas eucarioticas 
evoluiu a partir de uma arqueia ancestral. 
Por exemplo, homologos claros entre 
actinas, tubulinas, histonas e o sistema de 
replicagao do DNA nuclear sao encontra- 
dos em arqueias, mas nao em bacterias. 
Entao, acredita-se agora que as primeiras 
celulas eucarioticas surgiram quando 
uma arqueia anaerobica ancestral uniu-se 
com uma bacteria aerobica cerca de 1,6 
bilhao de anos atras. Tal como indicado, o 
envelope nuclear pode ter se originado a 
partir de uma invaginagao da membrana 
plasmatica dessa arqueia ancestral - uma 
invaginagao que protegeu seu cromosso- 
mo, permitindo ainda o acesso do DNA ao 
citosol (conforme necessario para o DNA 
para dirigir a sintese de protefnas). Esse 
envelope pode ter sido mais tarde comple- 
tamente comprimido para fora da mem¬ 
brana plasmatica, de modo a produzir urn 
compartimento nuclear separado, rodeado 
por uma dupla membrana. Visto que essa 
dupla membrana e atravessada por com¬ 
plexes de poro nuclear, o compartimento 
nuclear e topologicamente equivalente 
ao citosol. Em contrapartida, o lumen 
do RE e contfnuo com o espago entre as 
membranas nucleares interna e externa e 
topologicamente equivalente ao espago 
extracelular (ver Figura 12-4). (Adaptada 
de J. Martijn e T.J.G. Ettema, Biochem. 

Soc. Trans. 41-1 451-457, 2013.) 


As protefnas podem mover-se entre os compartimentos de 
diferentes maneiras 

A sintese de todas as protefnas comega em ribossomos no citosol, exceto as poucas pro- 
tefnas que sao sintetizadas nos ribossomos das mitocondrias e dos plastfdlos. Seu des- 
tino subsequente depende da sua sequencia de aminoacidos, a qual pode conter sinais 
de enderegamento que direcionam seu envio a locais fora do citosol ou a superficies de 
organelas. Algumas protefnas nao possuem um sinal de enderegamento e, consequen- 
temente, permanecem no citosol como residentes permanentes. Muitas outras, todavia, 
apresentam sinais de enderegamento especfficos, que direcionam seu transporte do ci¬ 
tosol ao niicleo, ao RE, as mitocondrias, aos plastfdios ou aos peroxissomos; os sinais 
de enderegamento tambem podem orientar o transporte de protefnas do RE a outros 
destinos na celula. 

Para entender os prinefpios gerais pelos quais os sinais de enderegamento ope- 
ram, e importante distinguir tres caminhos fundamentalmente diferentes pelos quais as 
protefnas se movem de um compartimento a outro. Esses tres mecanismos sao descritos 
a seguir, e os passos de transporte nos quais eles operam sao delineados na Figura 12-5. 
Discutimos os primeiros dois mecanismos (transporte fechado e transporte transmem- 
brana) neste capitulo, e o terceiro (transporte vesicular, setas verdes na Figura 12-5), no 
Capitulo 13. 

1. No transporte controlado por comportas, protefnas e moleculas de RNA se mo- 

vimentam entre o citosol e o niicleo atraves de complexos do poro nuclear no en- 
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Figura12-4 Compartimentos topo- 
logicamente equivalentes nas vias 
secretora e endodtica em uma celula 
eucariotica. Os compartimentos sao tidos 
como topologicamente equivalentes se 
puderem comunicar-se uns com os outros 
no sentido de que as moleculas podem 
circular de urn para outro sem precisar 
atravessar a membrana. Os espagos topo¬ 
logicamente equivalentes sao mostrados 
em vermelho. (A) As moleculas podem ser 
transportadas de urn compartimento para 
outro topologicamente equivalente por ve- 
sfculas que brotam de urn compartimento 
e se fundem com outro. (B) Em principio, 
os ciclos de formagao de membrana e 
fusao permitem ao lumen de qualquer 
organela mostrada comunicar-se urn com 
o outro e com o exterior celular por meio 
de vesiculas de transporte. As setas azuis 
indicam a extensa rede de vias de trafego 
para o exterior e para o interior (discutido 
no Capitulo 13). Algumas organelas, em 
particular as mitocondrias e (em celulas 
vegetais) os plastidios, nao estao envolvi- 
das nessa comunicagao e estao isoladas do 
trafego vesicular entre as organelas aqui 
mostradas. 
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velope nuclear. Os complexos do poro nuclear funcionam como canais seletivos 
que auxiliam o transporte ativo de macromoleculas especificas e conjuntos macro- 
moleculares entre os dois espagos equivalentes topologicamente, embora tambem 
permitam a difusao livre de pequenas moleculas. 

2. Na translocagao de proteinas, translocadores de protemas transmembrana trans- 
portam diretamente protemas especificas atraves da membrana do citosol para um 
espago que e topologicamente diferente. A molecula de protema transportada em 
geral precisa desdobrar-se para passar pelo translocador. O transporte inicial das 
protemas selecionadas do citosol para o lumen do RE ou para a mitocondria, por 
exemplo, ocorre dessa forma. Protemas integrais da membrana costumam usar os 
mesmos translocadores que deslocam apenas parcialmente essas protemas atra¬ 
ves da membrana, tornando-se entao incorporadas a bicamada lipidica. 

3. No transporte vesicular, intermediaries de transporte envoltos por membrana - 
vesiculas de transporte esfericas que podem ser pequenas ou grandes, fragmentos 
de organelas com forma irregular - levam protemas de um compartimento topolo¬ 
gicamente equivalente a outro. As vesiculas e os fragmentos de transporte sao car- 
regados com uma leva de moleculas derivadas do lumen de um compartimento a 
medida que se desprendem da sua membrana; o conteudo e descarregado em um 
segundo compartimento por fusao com a membrana que o envolve (Figura 12-6). 
A transference de protemas soluveis do RE ao aparelho de Golgi, por exemplo, 
ocorre dessa maneira. Devido ao fato de as protemas transportadas nao cruzarem 
uma membrana, o transporte vesicular pode mover protemas somente entre com¬ 
partimentos topologicamente equivalentes (ver Figura 12-4). 

Cada uma das formas de transference de protemas normalmente e guiada por 
sinais de enderegamento na protema transportada que sao reconhecidos pelos recep- 
tores de enderegamento complementares. Se uma protema grande deve ser importada 
pelo nucleo, por exemplo, ela deve possuir um sinal de enderegamento que e reco- 
nhecido por protemas receptoras que a guiam ao longo do complexo do poro nuclear. 
Se uma protema deve ser transferida diretamente atraves da membrana, ela deve ter 


Figura 12-5 Um roteiro simplificado do trafego de proteinas em uma celula eu¬ 
cariotica. As proteinas podem mover-se de um compartimento a outro por transporte 
controlado por comportas (vermelho), por translocagao de proteinas ( azut) ou por trans¬ 
porte vesicular (verde). Os sinais que direcionam o movimento de uma dada proteina ao 
longo do sistema e, portanto, determinam sua localizagao final na celula estao contidos 
na sequencia de aminoacidos de cada proteina. Ajornada comega com a sfntese de 
uma proteina em um ribossomo no citosol e, para muitas proteinas, termina quando a 
proteina alcanga seu destino final. Outras proteinas trafegam entre o nucleo e o citosol. 
Em cada estagao intermediary ( retangulos ), uma decisao e tomada quanto a retengao da 
proteina naquele compartimento ou a continuagao do seu transporte. Um sinal de ende¬ 
regamento pode direcionar tanto a retengao como a saida de um compartimento. 

Iremos nos referir a esta figura frequentemente como um guia neste capitulo e no 
proximo, destacando em cor a via particular sendo discutida. 
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Figura 12-6 Brotamento e fusao de vesfculas durante o transporte vesicular. As 

vesfculas de transporte formam-se (brotam) em um compartimento (doador) e fundem-se 
com outro compartimento topologicamente equivalente (alvo). No processo, os compo- 
nentes soluveis (pontos vermelhos) sao transferidos de lumen para lumen. Note que a 
membrana tambem e transferida e que a orientagao original tanto de protefnas como de 
lipfdeos da membrana do compartimento doador e preservada na membrana do compar- 
timento-alvo. Assim, as protefnas de membrana retem sua orientagao assimetrica, com os 
mesmos domfnios sempre orientados para o citosol. 

um sinal de enderegamento que e reconhecido pelo translocador. Da mesma forma, 
se uma proteina deve ser carregada em um certo tipo de vesicula ou retida em certas 
organelas, um receptor complementar na membrana apropriada deve reconhecer seu 
sinal de enderegamento. 

As sequencias-sinal e os receptores de enderegamento 
direcionam protefnas aos destinos celulares corretos 

A maioria dos sinais de enderegamento de protefnas envolvidos no transporte trans- 
membrana encontra-se em uma sequencia de aminoacidos, em geral um trecho de 15 
a 60 resfduos. Tais sequencias-sinal sao frequentemente encontradas na porgao N-ter- 
minal da cadeia polipeptfdica, e em muitos casos peptidases-sinal especializadas remo- 
vem a sequencia-sinal da proteina finalizada, uma vez que o processo de enderegamento 
esta completo. Sequencias-sinal tambem podem ser extensoes internas de aminoacidos, 
as quais permanecem como parte da proteina. Tais sinais sao usados em transposes 
controlados por comportas para dentro do nucleo. Os sinais de enderegamento podem 
ser compostos por multiplas sequencias de aminoacidos internas que formam um ar- 
ranjo especffico tridimensional de atomos na superffcie das protefnas; tais regioes-sinal 
sao algumas vezes usados para a importagao nuclear e em transporte vesicular. 

Cada sequencia-sinal especifica um destino particular na celula. As protefnas des- 
tinadas para transference ao RE em geral possuem uma sequencia-sinal na sua regiao 
N-terminal, a qual inclui como caracterfstica uma sequencia composta de cerca de 5 a 
10 aminoacidos hidrofobicos. Muitas dessas protefnas passarao do RE para o aparelho 
de Golgi, mas aquelas com uma sequencia-sinal especifica de quatro aminoacidos na 
sua regiao C-terminal sao reconhecidas como residentes no RE e retornam a ele. As pro- 
tefnas destinadas as mitocondrias tern sequencias-sinal de outro tipo ainda, nas quais 
aminoacidos carregados positivamente se alternam com aminoacidos hidrofobicos. Por 
fim, muitas protefnas destinadas aos peroxissomos tern um peptfdeo-sinal de tres ami¬ 
noacidos caracterfsticos na sua regiao C-terminal. 

A Tabela 12-3 apresenta algumas sequencias-sinal especfficas. Experimentos 
nos quais o peptfdeo e transferido de uma proteina para outra por tecnicas de enge- 
nharia genetica tern demonstrado a importancia de cada uma dessas sequencias para 
a proteina-alvo. Colocando a sequencia sinal N-terminal do RE no comego de uma 
proteina citosolica, por exemplo, a proteina e redirecionada para o RE; a remogao ou 
mutagao na sequencia-sinal de uma proteina do RE causa sua retengao no citosol. As 
sequencias-sinal sao, por conseguinte, tanto necessarias como suficientes para o ende¬ 
regamento de protefnas. Embora suas sequencias de aminoacidos possam variar mui- 
to, as sequencias-sinal das protefnas que tern o mesmo destino sao funcionalmente 
intercambiaveis; propriedades ffsicas, como a hidrofobicidade, em geral parecem ser 
mais importantes no processo de reconhecimento de sinal do que a exata sequencia 
de aminoacidos. 

As sequencias-sinal sao reconhecidas pelos receptores de enderegamento com- 
plementares que guiam protefnas ao seu destino apropriado, onde os receptores des- 
carregam suas cargas. Os receptores funcionam cataliticamente: depois de completar 
uma rodada de entrega, eles retornam ao seu ponto de origem para serem reutilizados. 
Muitos receptores de enderegamento reconhecem classes de protefnas mais do que pro- 
tefnas especfficas. Eles podem, portanto, ser vistos como sistemas de transporte publi¬ 
co, dedicados a entrega de numerosos componentes diferentes a sua localizagao correta 
dentro da celula. 
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Algumas sequencias-sinal tfpicas 

Fungao da sequencia-sinal Exemplo de sequencia-sinal 

Importar para o nucleo 

-Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val- 

Exportar do nucleo 

-Met-Glu-Glu-Leu-Ser-GIn-Ala-Leu-Ala-Ser-Ser-Phe- 

Importar para a mitocondria 

+ H 3 N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-lle-Arg-Phe-Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu- 

Leu- 

Importar para o plastidio 

+ H 3 N-Met-Val-Ala-Met-Ala-Met-Ala-Ser-Leu-Gln-Ser-Ser-Met-Ser-Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-Sei-Asn-Ser-Phe-Leu- 

Gly-GIn-Pro-Leu-Ser-Pro-lle-Thr-Leu-Ser-Pro-Phe-Leu-GIn-Gly- 

Importar para os peroxissomos 

-Ser-Lys-Leu-COCT 

Importar para o RE 

+ H 3 N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly-lle-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr-Lys- 

Cys-Glu-Val-Phe-GIn- 

Retornar ao RE 

-Lys-Asp-G 1 u-Leu-C 00“ 


Alguns aspectos caracteristicos das diferentes classes de sequencias-sinal estao destacados em cores diferentes. Quando sua importance para a fungao da se¬ 
quencia-sinal e conhecida, os aminoacidos carregados positivamente sao mostrados em vermelho, e os carregados negativamente, em verde. Do mesmo modo, 
os aminoacidos hidrofobicos importantes sao mostrados em laranja, e os aminoacidos hidroxilados, em azul. + H 3 N indica a regiao N-terminal de uma proteina; 
COO' indica a regiao C-terminal. 


A maioria das organelas nao pode ser construfda de novo: elas 
necessitam de informagoes presentes na propria organela 

Quando uma celula se reproduz por divisao, ela precisa duplicar suas organelas, alem 
dos seus cromossomos. Em geral, as celulas realizam essa tarefa com um aumento das 
organelas existentes por incorporagao de novas moleculas; as organelas aumentadas, 
entao, dividem-se e sao distribuidas as duas celulas-filhas. Assim, cada celula-filha herda 
de sua mae um conjunto completo de membranas celulares especializadas. Essa heran- 
ga e essencial, uma vez que a celula nao produz tais membranas do zero. Se o RE fosse 
completamente removido da celula, por exemplo, como a celula poderia reconstrui-lo? 
Como discutiremos mais adiante, as protemas de membrana que definem o RE e reali¬ 
zam muitas das suas fungoes sao produto do RE. Um novo RE nao pode ser feito sem um 
RE ja existente ou, pelo menos, sem uma membrana que contenha especificamente as 
protemas translocadoras requeridas para importar protemas selecionadas do citosol ao 
RE (incluindo os proprios translocadores especificos do RE). O mesmo e verdade para 
mitocondrias e plastidios. 

Portanto, parece que as informagoes necessarias a construgao de organelas nao 
residem exclusivamente no DNA que especifica as protemas das organelas. A infor¬ 
magao na forma de, pelo menos, uma proteina distinta preexistente na membrana 
da organela tambem e necessaria, e essa informagao e passada da celula parental 
as celulas-filhas na forma da propria organela. Provavelmente, tal informagao seja 
essencial a propagagao da organizagao da celula em compartimentos, assim como a 
informagao no DNA e essencial a propagagao dos nucleotideos e das sequencias de 
aminoacidos da celula. 

Como se discute em mais detalhes no Capitulo 13, no entanto, do RE brotam ve- 
siculas de transporte em um fluxo constante, que incorporam apenas um subconjunto 
de protemas do RE, possuindo, portanto, uma composigao diferente do proprio RE. De 
modo similar, da membrana plasmatica constantemente brotam varios tipos de vesicu- 
las endociticas especializadas. Assim, algumas organelas podem formar-se de outras or¬ 
ganelas e nao precisam ser herdadas no processo de divisao celular. 

Resumo 

As celulas eucarioticas contem organelas delimitadas por membranas intracelulares que 
totalizam quase metade do volume total das celulas. As principals que estao presentes em 
todas as celulas eucarioticas sao o reticulo endoplasmatico, o aparelho de Golgi , o nucleo, 
as mitocondrias, os lisossomos, os endossomos e os peroxissomos; as celulas vegetais tam¬ 
bem contem plastidios, como cloroplastos. Essas organelas contem distintos conjuntos de 
protemas, as quais medeiam cada fungao unica das organelas. 
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Cada proteina organelar recem-sintetizada deve encontrar seu caminho a partir 
de um ribossomo no citosol, onde a proteina e sintetizada, ate a organela onde exercera 
sua fungao. A proteina segue uma via especifica, guiada por sinais de enderegamento em 
sua sequencia de aminoacidos, que funcionam como sequencias-sinal, ou regioes-sinal. 
Os sinais de enderegamento sao reconhecidos pelos receptores de enderegamento comple- 
mentares que entregam a proteina a organela-alvo apropriada. As proteinas com fungao 
citosolica nao contem sinais de enderegamento e permanecem no citosol depots de serem 
sintetizadas. 

Durante a divisao celular, as organelas como oREeas mitocondrias sao distribui- 
das a cada celula-filha. Essas organelas contem informagoes necessarias a sua montagem, 
e entao nao podem serfeitas de novo. 


TRANSPORTE DE MOLECULAS ENTRE 0 NUCLEO E 0 
CITOSOL 


O envelope nuclear encerra o DNA e define o compartimento nuclear. Esse envelo¬ 
pe consiste em duas membranas concentricas, penetradas pelos complexos do poro 
nuclear (Figura 12-7). Embora as membranas interna e externa sejam continuas, elas 
mantem composigoes proteicas distintas. A membrana nuclear interna contem pro- 
temas que atuam como sitios de ligagao para cromossomos e para a lamina nuclear, 
uma malha proteica que fornece suporte estrutural para o envelope nuclear; a lamina 
tambem atua como um sitio de ancoragem para cromossomos e citoesqueleto cito- 
plasmatico (via complexos proteicos que cruzam o envelope nuclear). A membrana 
interna e circundada pela membrana nuclear externa, a qual e continua com a mem¬ 
brana do RE. Assim como a membrana do RE (discutida mais adiante), a membrana 
nuclear externa apresenta ribossomos envolvidos na smtese de proteinas. As proteinas 
sintetizadas nesses ribossomos sao transportadas para o espago entre as membranas 
nucleares interna e externa (o espago perinuclear), o qual e continuo com o lumen do 
RE (ver Figura 12-7). 

O trafego bidirecional ocorre continuamente entre o citosol e o nucleo. As muitas 
proteinas com fungao nuclear - incluindo histonas, DNA-polimerases e RNA-polime- 
rases, reguladores de transcrigao e proteinas de processamento de RNA - sao seleti- 
vamente importadas do citosol, onde sao sintetizadas, para o compartimento nuclear. 
Ao mesmo tempo, quase todos os RNAs - incluindo mRNAs, rRNAs, tRNAs, miRNAs e 
snRNAs - sao sintetizados no compartimento nuclear e entao exportados para o citosol. 
Assim como o processo de importagao, o processo de exportagao e seletivo; os mRNAs, 
por exemplo, sao exportados somente apos sofrerem modificagao apropriada pelas rea- 
goes de processamento de RNA no nucleo. Em alguns casos, o processo de transporte e 
complexo. As proteinas ribossomicas, por exemplo, sao sintetizadas no citosol e impor¬ 
tadas para o nucleo, onde se ligam ao RNA ribossomico (rRNA) recem-transcrito, for- 
mando particulas. Essas particulas sao entao exportadas para o citosol, onde sao ligadas 
aos ribossomos. Cada um desses passos requer transporte seletivo atraves do envelope 
nuclear. 


CITOSOL 


PLASTIDIOS 


MITOCONDRIAS 


PEROXISSOMOS 


_V_ 

RETICULO ENDOPLASMATICO 


IE 


GOLGI 


IE 


H 


ENDOSSOMO 

TARDIO 


TT 




ENDOSSOMO PRIMARIO 


VESICULAS 

SECRETORAS 


EXTERIOR DACELULA 


Os complexos do poro nuclear perfuram o envelope nuclear 

Os grandes e elaborados complexos do poro nuclear (NPCs, de nuclear pore complexes) 
perfuram o envelope nuclear em todas as celulas eucarioticas. Cada NPC e composto de um 
conjunto de cerca de 30 diferentes proteinas, ou nucleoporinas. Refletindo o alto grau de 
simetria interna, cada nucleoporina esta presente em copias multiplas, resultando em 500 
a 1.000 moleculas de proteinas no NPC totalmente montado, com uma massa estimada de 
66 milhoes de daltons em leveduras e 125 milhoes de daltons em vertebrados (Figura 12- 
8). A maioria das nucleoporinas e composta de dominios proteicos repetitivos de poucos 
tipos diferentes, os quais evoluiram por meio de uma vasta duplicagao genica. Algumas das 
nucleoporinas de suporte (ver Figura 12-8) sao estruturalmente relacionadas ao complexo 
de proteinas de revestimento da vesicula, como a clatrina e COPII do coatomero (discutido 
no Capitulo 13), que formam vesiculas transportadoras; uma proteina e usada como uma 
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Figura 12-7 Envelope nuclear. 0 envelope 
de dupla membrana e atravessado por poros, 
nos quais os complexos do poro nuclear (nao 
mostrados) sao posicionados. A membrana 
nuclear externa e continua com o retfculo 
endoplasmatico (RE). Os ribossomos, que em 
geral estao aderidos a superficie citosolica 
da membrana do RE e da membrana nuclear 
externa, nao sao mostrados. A lamina nuclear 
e uma malha proteica fibrosa logo abaixo da 
membrana interna. 


unidade fundamental comum tanto em NPCs quanto em revestimentos de vesiculas. Essas 
semelhangas sugerem uma origem evolutiva comum para os NPCs e os revestimentos de 
vesiculas: eles podem ter derivado de um modulo proteico primitivo de curvatura de mem¬ 
brana que ajudou a dar forma aos sistemas de membranas elaborados das celulas eucarioti- 
cas e que, nas celulas atuais, estabiliza as curvas acentuadas da membrana, necessarias para 
formar o poro nuclear. 

O envelope nuclear de uma celula tipica de mamifero contem 3 mil a 4 mil NPCs, 
embora o numero varie grandemente, de poucas centenas em celulas da glia a quase 
20 mil em neuronios de Purkinje. O trafego total que passa atraves de cada NPC e enor- 
me: cada NPC pode transportar ate mil macromoleculas por segundo e em ambas as 
diregoes ao mesmo tempo. Nao se sabe como o fluxo bidirecional de macromoleculas e 
coordenado para evitar congestionamento e colisoes. 

Cada NPC contem canais aquosos, atraves dos quais pequenas moleculas soluveis 
em agua podem difundir-se passivamente. O tamanho efetivo desses canais foi determi- 
nado pela injegao no citosol de moleculas marcadas soluveis em agua e de diferentes ta- 
manhos e, entao, pela medida de sua taxa de difusao para o nucleo. Pequenas moleculas 
(5 mil daltons ou menos) difundem-se tao rapidamente que o envelope nuclear pode ser 
considerado livremente permeavel a elas. Grandes protemas, entretanto, difundem-se de 
maneira muito mais lenta, e quanto maior a proteina, mais lentamente ela passa atraves 
dos NPCs. Protemas maiores do que 60 mil daltons nao podem entrar por difusao passiva. 
O tamanho-limite para difusao livre e resultado da estrutura do NPC (ver Figura 12-8). O 
canal de nucleoporinas com extensas regioes nao estruturadas forma um emaranhado 
desordenado (muito parecido com uma cama de algas no oceano) que restringe a difusao 
de grandes macromoleculas enquanto permite a passagem de pequenas moleculas. 

Uma vez que muitas protemas celulares sao demasiadamente grandes para pas- 
sar por difusao atraves dos NPCs, o compartimento nuclear e o citosol podem manter 
diferentes composigoes de protemas. Os ribossomos citosolicos maduros, por exemplo, 
possuem cerca de 30 nm de diametro e, assim, nao podem difundir-se atraves dos canais 
de NPC, restringindo a smtese de proteina ao citosol. Contudo, de que forma o nucleo 
exporta subunidades ribossomicas recem-sintetizadas ou importa grandes moleculas, 
como DNA-polimerases e RNA-polimerases, que possuem subunidades de 100 mil a 
200 mil daltons? Como discutiremos a seguir, essas e muitas outras protemas transpor- 
tadoras e moleculas de RNA se ligam a protemas receptoras especificas que ativamente 
passam grandes moleculas atraves de NPCs. Mesmo pequenas protemas como histonas 
costumam usar mecanismos mediados por receptores para atravessar o NPC, aumen- 
tando, dessa maneira, a eficiencia do transporte. 

Sinais de localizagao nuclear direcionam as protefnas nucleares ao 
nucleo 

Quando as protemas sao extraidas experimentalmente do nucleo e reintroduzidas no cito¬ 
sol, mesmo aquelas muito grandes se reacumulam de maneira eficiente no nucleo. Sinais 
de enderegamento chamados de sinais de localizagao nuclear (NLSs, de nuclear locali¬ 
zation signals ) sao responsaveis pela seletividade desse processo nuclear de importagao. 

Utilizando a tecnologia do DNA recombinante, esses sinais foram definidos de 
modo preciso tanto para numerosas protemas nucleares quanto para protemas que en¬ 
train apenas transitoriamente no nucleo (Figura 12-9). Em muitas protemas nucleares, 
os sinais consistem em uma ou duas sequencias curtas ricas em aminoacidos carregados 
positivamente, lisina e arginina (ver Tabela 12-3, p. 648), com a sequencia exata variando 
para diferentes protemas. Outras protemas nucleares contem diferentes sinais, alguns 
dos quais ainda nao foram caracterizados. 

Os sinais de localizagao nuclear podem estar situados praticamente em qualquer lu- 
gar na sequencia de aminoacidos e, supostamente, formam algas ou regioes na superficie da 
proteina. Muitos funcionam mesmo quando estao ligados como curtos peptideos a cadeias 
laterais de lisina na superficie da proteina citosolica, sugerindo que a localizagao exata do 
sinal dentro da sequencia de aminoacidos de uma proteina nuclear nao e importante. Alem 
disso, contanto que uma das subunidades da proteina de um complexo multicomponente 
exponha um sinal de localizagao nuclear, o complexo inteiro sera importado para o nucleo. 









CAPITULO 12 Compartimentos intracelulares e enderegamento de proteinas 651 


O transporte de proteinas nucleares atraves dos NPCs pode ser diretamente visuali- 
zado envolvendo-se particulas de ouro com um sinal de localizagao nuclear, injetando-se 
as particulas no citosol e, entao, acompanhando-se seu destino por microscopia eletro- 
nica (Figura 12-10). As particulas ligam-se as fibrilas como tentaculos que se estendem 
desde as nucleoporinas de suporte na borda do NPC para o citosol e, entao, prosseguem 
atraves do centro do NPC. Provavelmente, as regioes nao estruturadas das nucleoporinas 
formam uma barreira de difusao para grandes moleculas (conforme mencionado antes), 
que sao empurradas, permitindo que as particulas cobertas com ouro passem. 

O transporte macromolecular pelos NPCs e fundamentalmente diferente do trans¬ 
porte de proteinas pelas membranas das outras organelas, pois ocorre por um grande e 
expansivel poro aquoso, em vez de usar uma proteina transportadora abrangendo uma 
ou mais bicamadas lipidicas. Por essa razao, as proteinas nucleares podem ser transpor- 
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Figura 12-8 Arranjo dos NPCs no envelope nuclear. (A) Em um NPC de vertebrados, as nucleoporinas sao organizadas com uma impressionante simetria ro- 
tacional octupla. Alem disso, estudos de localizagao utilizando tecnicas de microscopia imunoeletronica mostram que as protefnas que formam a porgao central 
do NPC estao simetricamente orientadas ao longo do envelope nuclear de tal maneira que os lados citosolico e nuclear parecem identicos. A simetria transversa 
duplicada e rotacional octuplicada explica como tais estruturas enormes podem se formar a partir de apenas 30 diferentes protefnas: muitas das nucleoporinas 
estao presentes em 8, 16 ou 32 copias. Com base na sua localizagao aproximada na porgao central do NPC, as nucleoporinas podem ser classificadas em (1) 
protefnas transmembrana do anel que atravessam o envelope nuclear e ancoram o NPC ao envelope; (2) nucleoporinas de suporte que formam arranjos em 
camadas de aneis. Algumas nucleoporinas de suporte sao protefnas de curvatura da membrana que estabilizam a curvatura acentuada da membrana onde o 
envelope nuclear e penetrado; e (3) nucleoporinas do canal que delimitam o poro central. Alem dos domfnios dobrados que ancoram protefnas em locais espe- 
cfficos, muitas nucleoporinas do canal contem extensivas regioes nao estruturadas, onde as cadeias polipeptfdicas sao intrinsecamente desordenadas. O poro 
central e preenchido com uma malha emaranhada desses domfnios desordenados que bloqueiam a difusao passiva de macromoleculas grandes. As regioes 
desordenadas contem um grande numero de repetigoes fenilalanina-glicina (FG). As fibrilas projetam-se tanto no lado citosolico quanto no lado nuclear do NPC. 
Ao contrario da simetria transversal dupla do centro do NPC, as fibrilas voltadas para o citosol e nucleo sao diferentes: no lado nuclear, as fibras convergem nas 
suas extremidades distais para formar uma estrutura em forma de cesta de basquete. O arranjo preciso de nucleoporinas individuals no conjunto de NPC ainda 
e motivo de intenso debate, porque a analise de resolugao atomica tern sido prejudicada pelo tamanho e natureza flexfvel do NPC e em fungao de dificuldades 
na purificagao de quantidades suficientes de material homogeneo. Uma combinagao de microscopia eletronica, analises computacionais e estruturas cristalinas 
de subcomplexos de nucleoporina foi utilizada para desenvolver os modelos atuais da arquitetura de NPC. (B) Uma micrografia eletronica de varredura do lado 
nuclear do envelope nuclear de um oocito (ver tambem Figura 9-52). (C) Uma micrografia eletronica mostrando uma vista lateral de dois NPCs ( colchetes ); note 
que as membranas nucleares interna e externa sao contfnuas a margem do poro. (D) Uma micrografia eletronica mostrando uma vista frontal dos NPCs corados 
negativamente. A membrana foi removida por extragao com detergente. Note que alguns NPCs contem materials nos seus centros, que poderiam ser macro¬ 
moleculas em transito atraves dos NPCs. (A, adaptada de A. Hoelz, E.W. Debler e G. Blobel, Annu. Rev. Biochem. 80:613-643, 2011. Com permissao de Annual 
Reviews; B, de M.W. Goldberg e T.D. Allen, J. Cell Biol. 119:1429-1440, 1992. Com permissao de The Rockefeller University Press; C, cortesia de Werner Franke 
e Ulrich Scheer; D, cortesia de Ron Milligan.) 
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Figura 12-9 Fungao de um sinal de 
localizagao nuclear. Micrografias de 
imunofluorescencia mostrando a localiza¬ 
gao celular do antigeno T do virus SV40 
contendo ou nao uma pequena sequencia 
que serve como um sinal de localizagao 
nuclear. (A) A proteina antigeno T normal 
contem a sequencia rica em lisina indicada 
e e importada ao seu sitio de agao no nu- 
cleo, como indicado por imunofluorescen¬ 
cia com anticorpos contra o antigeno T. (B) 
0 antigeno T com um sinal de localizagao 
nuclear alterado (uma treonina no lugar 
de uma lisina) permanece no citosol. (De 
D. Kalderon, B. Roberts, W. Richardson e 
A. Smith, Cell 39:499-509, 1984. Com 
permissao de Elsevier.) 


Envelope nuclear 



Nucleo Citosol 100 nm 


Figura 12-10 Visualizagao da impor¬ 
tagao ativa atraves dos NPCs. Esta 
serie de micrografias eletronicas mostra 
esferas coloidais de ouro (pontas de setas) 
envoltas por peptideos contendo sinais de 
localizagao nuclear penetrando o nucleo 
pelos NPCs. As particulas de ouro foram 
injetadas no citosol de celulas vivas, as 
quais foram fixadas e preparadas para 
micrografia eletronica em varios tempos 
apos a injegao. (A) Nos momentos iniciais, 
as particulas de ouro sao visualizadas nas 
proximidades das fibrilas citosolicas dos 
NPCs. (B, C) Elas sao entao visualizadas no 
centra dos NPCs, exclusivamente na face 
citosolica. (D) Elas entao localizam-se na 
face nuclear. Essas particulas de ouro sao 
muito maiores em diametro do que os ca- 
nais de difusao no NPC e sao importadas 
por transporte ativo. (De N. Pante e U. 
Aebi, Science 273:1729-1732, 1996. Com 
permissao de AAAS.) 
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tadas para o nucleo por um NPC quando estao em conformagao completamente eno- 
velada. Da mesma forma, uma subunidade ribossomica recem-formada e transportada 
para fora do nucleo como uma particula ja montada. Ao contrario, as protemas devem 
ser extensivamente desenoveladas durante seu transporte para a maioria das outras or- 
ganelas, como discutiremos adiante. 

Os receptores de importagao nuclear ligam-se tanto a sinais de 
localizagao nuclear quanto a protefnas NPC 

Para iniciar a importagao nuclear, a maioria dos sinais de localizagao nuclear deve ser re- 
conhecida pelos receptores de importagao nuclear, algumas vezes chamados de importi- 
nas, muitos dos quais sao codificados por uma familia de genes relacionados. Cada mem- 
bro da familia codifica uma proteina receptora que pode se ligar e transportar subconjuntos 
de proteinas-carga contendo o sinal de localizagao nuclear apropriado (Figura 12-11A). Os 
receptores de importagao nuclear nem sempre se ligam diretamente a protemas nucleares. 
As protemas adaptadoras adicionais podem formar pontes entre os receptores de importa¬ 
gao e os sinais de localizagao nuclear nas protemas a serem transportadas (Figura 12-1 IB). 
Algumas protemas adaptadoras sao estruturalmente relacionadas aos receptores de im¬ 
portagao nuclear, sugerindo uma origem evolutiva comum. O uso de uma variedade de 
receptores de importagao e de adaptadores permite que a celula reconhega o amplo reper- 
torio de sinais de localizagao nuclear exibidos pelas protemas nucleares. 

Os receptores de importagao sao protemas citosolicas soluveis que se ligam tanto 
no sinal de localizagao nuclear da proteina-carga quanto nas sequencias repetidas fenila- 
lanina-glicina (FG) nos dominios nao estruturados do canal de nucleoporinas alinhados 
no centro do poro. As repetigoes FG tambem sao encontradas nas fibrilas citoplasmaticas 
e nucleares. Acredita-se que as repetigoes FG no emaranhado nao estruturado do poro 
fazem o dever em dobro. Elas interagem fracamente, resultando em uma proteina com 
propriedades semelhantes a um gel que impoe uma barreira de permeabilidade a gran- 
des macromoleculas e servem como local de ancoragem para os receptores nucleares de 
importagao. Repetigoes FG alinham o caminho ao longo dos NPCs tornados pelos recep¬ 
tores de importagao e suas proteinas-carga ligadas. De acordo com um modelo de trans¬ 
porte nuclear, complexos receptor-carga se movimentam ao longo da via de transporte, li- 
gando-se, dissociando-se e entao religando-se, repetidas vezes, as sequencias adjacentes 
contendo repetigoes FG. Dessa forma, os complexos podem saltar de uma nucleoporina 
para outra para atravessar o interior emaranhado do NPC de maneira aleatoria. Como os 
receptores de importagao se ligam as repetigoes FG durante o caminho, eles poderiam in¬ 
terromper as interagoes entre as repetigoes e localmente dissolver o gel proteico do ema¬ 
ranhado que preenche os poros, permitindo a passagem do complexo receptor-carga. 
Uma vez no nucleo, os receptores de importagao dissociam-se da sua carga e retornam ao 
citosol. Como veremos, essa dissociagao ocorre apenas no lado nuclear do NPC, confe- 
rindo desse modo direcionalidade ao processo de importagao. 

A exportagao nuclear funciona como a importagao nuclear, mas 
de modo inverso 

A exportagao de grandes moleculas do nucleo, como novas subunidades ribossomicas 
e moleculas de RNA, ocorre por meio de NPCs e tambem depende de um sistema sele- 
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tivo de transporte. O sistema de transporte se baseia nos sinais de exportagao nuclear 
nas macromoleculas a serem exportadas, assim como nos receptores de exportagao 
nuclear complementares, ou exportinas. Esses receptores ligam-se tanto ao sinal de ex¬ 
portagao quanto as protemas NPC para guiar sua carga atraves do NPC ao citosol. 

Muitos receptores de exportagao nuclear sao estruturalmente relacionados aos re¬ 
ceptores de importagao nuclear e sao codificados pela mesma familia de genes dos recep¬ 
tores de transporte nuclear, ou carioferinas. Em leveduras, existem 14 genes que codi- 
ficam carioferinas; em celulas animais, o numero e significativamente maior. Com base 
apenas na sequencia de aminoacidos, em geral nao e possivel distinguir se um membro da 
familia atua como um receptor de importagao ou de exportagao nuclear. Como poderia ser 
esperado, portanto, os sistemas de transporte de importagao e de exportagao funcionam de 
modo similar, mas em diregoes opostas: os receptores de importagao ligam suas moleculas- 
-carga no citosol, liberam-nas no nucleo e sao entao exportados ao citosol para serem reuti- 
lizados, enquanto os receptores de exportagao funcionam de modo inverso. 


Figura 12-11 Receptores de importa¬ 
gao nuclear (importinas). (A) Receptores 
de importagao nuclear diferentes ligam-se 
a diferentes sinais de localizagao nuclear 
e, desse modo, a diferentes protefnas- 
-carga. (B) A proteina-carga 4 requer uma 
protefna adaptadora para ligagao ao seu 
receptor de importagao nuclear. Os adap- 
tadores sao estruturalmente relacionados 
aos receptores de importagao nuclear e 
reconhecem sinais de localizagao nuclear 
nas protefnas-carga. Eles tambem contem 
um sinal de localizagao nuclear que os liga 
a um receptor de importagao, mas esse si¬ 
nal fica exposto somente quando eles sao 
carregados com uma protefna-carga. 


A GTPase Ran impoe a direcionalidade no transporte atraves dos 
NPCs 

A importagao de protemas nucleares atraves dos NPCs concentra protemas especificas 
no nucleo, aumentando, portanto, a ordem na celula. A celula mantem esse processo de 
ordem pelo aproveitamento da energia armazenada em gradientes de concentragao na 
forma ligada ao GTP da GTPase Ran monomerica, a qual e necessaria tanto para a im¬ 
portagao quanto para a exportagao nuclear. 

Assim como outras GTPases, a Ran e um interruptor molecular que pode existir em 
dois estados conformacionais, dependendo de o GDP ou o GTP estar ligado (discutido no 
Capitulo 3). A conversao entre os dois estados e desencadeada por duas protemas regula- 
doras Ran-especificas: uma protema ativadora de GTPase (GAP, GTPase-activating pro¬ 
tein) citosolica, que aciona a hidrolise de GTP e, assim, converte Ran-GTP em Ran-GDP, e 
um fatorde troca deguanina (GEF, guanine exchange factor) nuclear, que promove a troca 
de GDP para GTP e, assim, converte Ran-GDP em Ran-GTP. Visto que o Ran-GAP esta lo- 
calizado no citosol e o Ran-GEF esta localizado no nucleo, ancorado a cromatina, o citosol 
contem principalmente Ran-GDP, e o nucleo contem sobretudo Ran-GTP (Figura 12-12). 


Ran-GDP 



Figura 12-12 Compartimentalizagao de 
Ran-GDP e de Ran-GTP. A localizagao de 
Ran-GDP no citosol e Ran-GTP no nucleo 
resulta da localizagao das duas protefnas 
reguladoras Ran: protefna Ran ativadora 
de GTPase (Ran-GAP) localizada no citosol 
e fator Ran de troca de nucleotfdeos de 
guanina (Ran-GEF) que se liga a cromatina 
e, portanto, esta localizado no nucleo. 

A Ran-GDP e importada para o nu¬ 
cleo por seu proprio receptor de importa¬ 
gao, que e especffico para a conformagao 
de Ran ligada a GDP. 0 receptor Ran-GDP 
nao e relacionado estruturalmente a prin¬ 
cipal familia de receptores de transporte 
nuclear. Contudo, ele tambem se liga as 
repetigoes FG nas nucleoporinas do canal 
NPC. 
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Figura 12-13 Como a hidrolise de GTP 
por Ran no citosol fornece direciona- 
lidade para o transporte nuclear. 0 

movimento de receptores de transporte 
nuclear carregados atraves do NPC pode 
ocorrer por difusao guiada ao longo das 
repetigoes FG presentes nas protefnas 
NPC. A localizagao diferencial de Ran-GTP 
no nucleo e de Ran-GDP no citosol propi- 
cia direcionalidade (.setas vermelhas) tanto 
para a importagao nuclear (A) quanto para 
a exportagao nuclear (B). A hidrolise de 
GTP para produzir Ran-GDP e mediada por 
Ran-GAP no lado citosolico do NPC (ver 
Figura 12-12). 


Esse gradiente das duas formas conformacionais de Ran dirige o transporte nu¬ 
clear na diregao apropriada. O acoplamento de receptores de importagao nuclear nas 
repetigoes FG no lado citosolico do NPC, por exemplo, ocorre somente quando esses 
receptores estao ligados a carga proteica apropriada. Receptores de importagao, facili- 
tados pela ligagao a repetigao FG, entram entao no canal. Se atingirem o lado nuclear 
do complexo do poro, Ran-GTP liga-se a eles, e se chegarem carregados com molecu- 
las-carga, a ligagao de Ran-GTP faz os receptores de importagao liberarem sua carga 
(Figura 12-13A). Como Ran-GDP no citosol nao se liga a receptores de importagao 
(ou exportagao), o descarregamento ocorre apenas no lado nuclear do NPC. Dessa 
maneira, a localizagao nuclear de Ran-GTP cria a direcionalidade do processo de im¬ 
portagao. 

Depois de descarregar sua carga no nucleo, o receptor de importagao vazio com 
Ran-GTP ligado e transportado de volta ao citosol atraves do complexo do poro. La, Ran- 
-GAP estimula Ran-GTP a hidrolisar seu GTP ligado, convertendo-o, assim, a Ran-GDP, 
o qual dissocia-se do receptor. O receptor esta pronto, entao, para outro ciclo de impor¬ 
tagao nuclear. 

A exportagao nuclear ocorre por um mecanismo similar, exceto pelo fato de que 
Ran-GTP no nucleo promove a ligagao da carga ao receptor de exportagao, ao inves de 
promover a dissociagao da carga. Uma vez que o receptor de exportagao se movimenta 
atraves do poro para o citosol, ele encontra Ran-GAP que induz o receptor a hidrolisar 
seu GTP a GDP. Como resultado, o receptor de exportagao libera sua carga e Ran-GDP 
no citosol. Os receptores de exportagao livres retornam ao nucleo para completar o ciclo 
(Figura 12-13B). 

O transporte atraves de NPCs pode ser regulado pelo controle do 
acesso a maquinaria de transporte 

Algumas protemas contem tanto sinais de localizagao quanto de exportagao nuclear. Es- 
sas protemas trafegam continuamente entre o nucleo e o citosol. As taxas relativas de 
suas importagao e exportagao determinam a localizagao do estado estacionario de tais 
protemas vaivem : se a taxa de importagao excede a taxa de exportagao, uma protefna 
poderia estar localizada principalmente no nucleo; pelo contrario, se a taxa de exporta¬ 
gao excede a taxa de importagao, essa protefna estaria localizada sobretudo no citosol. 
Assim, alterando a velocidade de importagao e a de exportagao, ou ambas, a localizagao 
de uma protefna pode mudar. 
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Algumas proteinas vaivem movem-se continuamente para dentro e para fora do 
nucleo. Em outros casos, no entanto, o transporte e fortemente controlado. Como discu- 
tido no Capitulo 7, as celulas controlam a atividade de alguns reguladores de transcrigao 
por meio da sua retengao fora do compartimento nuclear, ate que sejam necessarios no 
nucleo (Figura 12-14). Em muitos casos, as celulas controlam o transporte regulando a 
localizagao nuclear e os sinais de exportagao - ligando e desligando-os, frequentemente 
por fosforilagao de aminoacidos perto das sequencias-sinal (Figura 12-15). 

Outros reguladores de transcrigao estao ligados a proteinas citosolicas inibitorias 
que os ancoram no citosol (por meio de interagoes com o citoesqueleto ou com orga- 
nelas especificas) ou mascaram seus sinais de localizagao nuclear de tal modo que sao 
incapazes de interagir com receptores de importagao nuclear. Quando a celula recebe 
um estimulo apropriado, a proteina reguladora de genes e liberada de sua ancora cito- 
solica e transportada para dentro do nucleo. Um exemplo importante e a protema regu¬ 
ladora de genes latentes que controla a expressao de genes envolvidos no metabolismo 
do colesterol. A protema e sintetizada e armazenada em uma forma inativa como uma 
protema transmembrana no RE. Quando a celula e privada de colesterol, a protema e 
transportada do RE para o aparelho de Golgi, onde encontra proteases especificas que 
clivam o dominio citosolico, liberando-o no citosol. Esse dominio e entao importado 
para o nucleo, onde ativa a transcrigao de genes necessarios para a smtese e captagao do 
colesterol (Figura 12-16). 

Conforme discutido em detalhes no Capitulo 6, as celulas controlam a exportagao 
de RNAs do nucleo de maneira similar. snRNAs, miRNAs e tRNAs ligam-se a mesma fa- 
milia de receptores de exportagao nuclear recem-discutida e usam os mesmos gradien- 
tes de Ran-GTP para direcionar o processo de transporte. Por outro lado, a exportagao 
de mRNAs para fora do nucleo usa um mecanismo diferente. Os mRNAs sao exportados 
como grandes conjuntos, os quais podem ser tao grandes quanto 100 milhoes de daltons 
(ver Figura 6-37) e conter centenas de proteinas de algumas dezenas de tipos diferentes. 
Esses complexos ribonucleoproteicos contendo mRNAs (mRNPs) primeiro se ligam ao 
lado nuclear do NPC, onde sao extensivamente remodelados. Embora Ran-GTP esteja 
indiretamente envolvido na exportagao (porque ele importa proteinas que se ligam a 
moleculas de mRNA), acredita-se que a translocagao atraves do NPC seja dirigida pela 
hidrolise de ATP. Nao esta claro de que forma a direcionalidade de exportagao e asse- 
gurada. E provavel que muitas proteinas acessorias presas aos NPCs nucleares e fibrilas 
citoplasmaticas tenham importantes papeis na remodelagem de mRNPs que saem para 
o lado citosolico do NPC, assegurando, dessa maneira, que o transporte seja unidirecio- 
nal. Uma vez que tenham entrado no citosol, essas proteinas nucleares do mRNP sao 
rapidamente devolvidas ao nucleo. 
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Figura 12-14 O controle do trans¬ 
porte nuclear no embriao inicial de 
Drosophila. 0 embriao nesse estagio e 
um sincicio, mostrado aqui em corte trans¬ 
versal, com muitos nucleos em um cito- 
plasma comum, organizados em torno da 
periferia, logo abaixo da membrana plas- 
matica. A proteina reguladora da trans¬ 
crigao Dorsal e produzida uniformemente 
ao longo do citoplasma periferico, mas 
pode agir apenas quando esta dentro do 
nucleo. A proteina Dorsal foi corada com 
um anticorpo acoplado a uma enzima que 
gera um produto marrom, revelando que 
a proteina e excluida dos nucleos no lado 
dorsal (parte superior) do embriao, mas 
esta concentrada nos nucleos voltados 
para o lado ventral (parte inferior) dele. 0 
trafego regulado da proteina Dorsal nos 
nucleos controla o desenvolvimento dife- 
rencial entre a parte traseira e o ventre do 
animal. (Cortesia de Siegfried Roth.) 


Figura 12-15 Controle de importagao 
nuclear durante a ativagao de celulas 

T. 0 fator nuclear de celulas T ativadas 
(NF-AT, nuclear factor of activated T cells) 
e uma proteina reguladora de transcrigao 
que, na celula T inativa, e encontrada no 
citosol em um estado fosforilado. Quando 
as celulas T sao ativadas por um antigeno 
(discutido no Capitulo 24), a concentragao 
de Ca 2+ intracelular aumenta. Em altas 
concentragoes de Ca 2+ , a proteina-fosfata- 
se calcineurina liga-se ao NF-AT. A ligagao 
de calcineurina desfosforila o NF-AT, ex- 
pondo sinais de importagao nuclear, e blo- 
queia um sinal de exportagao nuclear. 0 
complexo de NF-AT ligado a calcineurina e 
entao importado ao nucleo, onde o NF-AT 
ativa a transcrigao de numerosos genes 
necessarios a ativagao da celula T. 

0 desligamento da resposta ocorre 
quando os nfveis de Ca 2+ diminuem, libe- 
rando NF-AT da calcineurina. A refosforila- 
gao de NF-AT inativa o sinal de importagao 
nuclear e reexpoe o sinal de exportagao 
nuclear de NF-AT, levando-o a localizar-se 
novamente no citosol. Alguns dos mais 
potentes farmacos imunossupressores, 
como ciclosporina A e FK506, inibem a 
capacidade da calcineurina de desfosforilar 
NF-AT; esses farmacos, portanto, blo- 
queiam o acumulo nuclear de NF-AT e a 
ativagao de celulas T (Animagao 12.1). 
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Figura 12-16 Regulagao por retroali- 
mentagao da biossfntese do colesterol. 

A SREBP (proteina de ligagao ao elemento 
de resposta ao esterol), um regulador 
da transcrigao latente que controla a 
expressao das enzimas da biossfntese do 
colesterol, e inicialmente sintetizada como 
uma proteina de membrana do RE. Caso 
haja colesterol suficiente na membrana, 
ela se encontra ancorada no RE por meio 
de uma interagao com outra proteina de 
membrana do RE, chamada SCAP (pro¬ 
teina de ativagao da clivagem de SREBP), 
que se liga ao colesterol. Se o sftio de 
ligagao ao colesterol na SCAP estiver vazio 
(em baixas concentragoes de colesterol), a 
SCAP modifica sua conformagao e e em- 
pacotada junto com SREBP em vesfculas 
de transporte, que distribuem sua carga 
no aparelho de Golgi, onde duas proteases 
do Golgi clivam SREBP, liberando seus 
domfnios citosolicos da membrana. 0 do- 
mfnio citosolico se movimenta entao para 
o nucleo, onde se liga ao promotor de 
genes que codificam protefnas envolvidas 
na biossfntese do colesterol e ativam sua 
transcrigao. Desse modo, mais colesterol e 
produzido quando sua concentragao desce 
abaixo de um limiar. 
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Figura 12-17 Lamina nuclear. Uma microgra- 
fia eletronica de uma porgao da lamina nuclear 
em um oocito de Xenopus preparado por 
criofratura e sombreamento metalico. A lamina 
e formada por uma rede regular de filamentos 
intermediaries especializados. Laminas estao 
presentes apenas em celulas de metazoarios. 
Outras protefnas, ainda desconhecidas, podem 
servir para fungoes similares em especies sem 
laminas. (Cortesia de Ueli Aebi.) 


(A) COLESTEROL ALTO (B) COLESTEROL BAIXO 



Enzimas da biossfntese do colesterol 


Durante a mitose, o envelope nuclear e desmontado 

A lamina nuclear, localizada no lado nuclear da membrana interna do nucleo, e uma 
malha de subunidades proteicas interconectadas chamadas de laminas nucleares. As 
laminas sao uma classe especial de protefnas filamentosas intermediarias (como dis- 
cutido no Capitulo 16) que polimerizam em uma rede bidimensional (Figura 12-17). 
A lamina nuclear da forma e estabilidade ao envelope nuclear, ao qual e ancorada pela 
ligagao, tanto de NPCs quanto de protefnas transmembrana, ao interior da membrana 
nuclear. A lamina tambem interage diretamente com a cromatina, que interage com 
protefnas transmembrana da membrana nuclear interna. Junto com a lamina, essas 
protefnas de membrana interna fornecem ligagoes estruturais entre o DNA e o envelope 
nuclear. 

Quando um nucleo e desmontado durante a mitose, os NPCs e a lamina nuclear 
desmontam e o envelope nuclear se fragmenta. O processo de desmontagem e, ao 
menos parcialmente, uma consequencia da fosforilagao direta de nucleoporinas e 
laminas pela protefna-cinase dependente de ciclina (Cdk) que e ativada no infeio da 
mitose (discutido no Capitulo 17). Durante esse processo, algumas protefnas NPCs 
encontram-se ligadas a receptores de importagao nuclear, os quais desempenham 
uma parte importante na montagem de NPCs no fim da mitose. As protefnas de 
membrana do envelope nuclear - nao mais ligadas aos complexos do poro, lamina 
ou cromatina - difundem-se pela membrana do RE. A proteina motora dinefna, que 
se move ao longo dos microtubulos (discutido no Capitulo 16), participa ativamente 
no rompimento do envelope nuclear. Juntos, esses eventos quebram as barreiras que 
costumam separar o nucleo e o citosol, e as protefnas nucleares que nao estao ade- 
ridas a membranas ou cromossomos misturam-se completamente com as protefnas 
do citosol (Figura 12-18). 

Em etapas posteriores da mitose, o envelope nuclear se reagrega na superffeie 
dos cromossomos-filhos. Alem do seu papel crucial no transporte nuclear, Ran-GTPase 
tambem atua como um marcador de posigao para a cromatina durante a divisao celular, 
quando os componentes citosolicos e nucleares se misturam. Visto que Ran-GEF perma- 
nece ligada a cromatina quando o envelope nuclear e rompido, moleculas Ran proximas 
a cromatina estao principalmente em sua conformagao ligada a GTP. Ao contrario, mo¬ 
leculas Ran mais distantes tern uma alta probabilidade de encontrar Ran-GAP, as quais 
estao distribufdas pelo citosol; essas moleculas Ran encontram-se principalmente na 
sua conformagao ligadas a GDP. Como resultado, os cromossomos nas celulas mitoticas 
sao rodeados por uma nuvem de Ran-GTP. Ran-GTP libera protefnas NPC na proximi- 








CAPITULO 12 Compartimentos intracelulares e enderegamento de protemas 657 


Complexo do 
poro nuclear 


Laminas DNA 


Envelope nuclear 


Membrana nuclear interna 
Membrana nuclear externa 


FUSAO DE CROMOSSOMOS 
ENVOLTOS 




FOSFORILAgAO 


Protemas do 
complexo do 


INTERFASE DO NUCLEO 


Cromossomo-filho 


TELOFASE 

TARDIA 


FUSAO DE FRAGMENTOS 
DO ENVELOPE NUCLEAR 




dade dos cromossomos de receptores de importagao nuclear. Protefnas do NPC livres 
anexam-se a superffcie cromossomica onde sao incorporadas em novos NPCs. Ao mes- 
mo tempo, protefnas da membrana nuclear interna e laminas desfosforiladas ligam-se 
a cromatina. Membranas do RE envolvem grupos de cromossomos ate que formem um 
firme envelope nuclear (Animagao 12.2). Durante esse processo, os NPCs iniciam ativa- 
mente a reimportagao de protefnas que contem sinais de localizagao nuclear. Uma vez 
que o envelope nuclear inicialmente esta proximo a superffcie dos cromossomos, o nu- 
cleo recem-formado exclui todas as protefnas, exceto aquelas primeiramente ligadas aos 
cromossomos mitoticos e aquelas que sao seletivamente importadas atraves dos NPCs. 
Desse modo, todas as outras grandes protefnas, incluindo os ribossomos, sao mantidas 
fora do nucleo recem-montado. 

Como discutido no Capftulo 17, a nuvem de Ran-GTP ao redor da cromatina tam- 
bem e importante na montagem do eixo mitotico nas celulas em divisao. 

Resumo 


Figura 12-18 Quebra e remontagem 
do envelope e da lamina nuclear 
durante a mitose. A fosforilagao das 
laminas desencadeia a desagregagao da 
lamina nuclear, causando quebra do enve¬ 
lope nuclear. A desfosforilagao das laminas 
reverte o processo. Um ciclo analogo de 
fosforilagao e desfosforilagao ocorre para 
algumas nucleoporinas e protefnas da 
membrana nuclear interna, e algumas des- 
sas desfosforilagoes tambem estao envol- 
vidas no processo de remontagem. Como 
indicado, o envelope nuclear inicialmente 
se remodela ao redor dos cromossomos- 
-filho que estao se descondensando. Por 
fim, com o progresso da descondensagao, 
essas estruturas fusionam-se para formar 
um unico nucleo completo. 

A quebra mitotica do envelope 
nuclear ocorre em todas as celulas de 
metazoarios. Contudo, em muitas outras 
especies, como leveduras, o envelope nu¬ 
clear permanece intacto durante a mitose, 
e o nucleo se divide por fissao. 


O envelope nuclear consiste em uma membrana interna e uma membrana externa que 
sao contmuas uma com a outra e com a membrana do RE, e o espago entre a membrana 
nuclear interna e externa e continuo com o lumen do RE. As moleculas de RNA, que sao 
sintetizadas no nucleo, e as subunidades ribossdmicas nele montadas sao exportadas ao 
citosol; ao contrario, todas as protemas com fungao no nucleo sao sintetizadas no citosol e 
entao importadas. O extenso trafego de materiais entre o nucleo e o citosol ocorre atraves 
dos complexos do poro nuclear (NPCs), os quais constituem uma passagem direta pelo en¬ 
velope nuclear. Pequenas moleculas se difundem passivamente atraves dos NPCs, porem 
grandes macromoleculas sao ativamente transportadas. 

Protemas contendo sinais de localizagao nuclear sao ativamente transportadas 
para o nucleo pelos NPCs, enquanto protemas contendo sinais de exportagao nuclear sao 
transportadas para fora do nucleo, no citosol. Algumas protemas, incluindo os recepto- 
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res de importagao e de exportagao nuclear ; trafegam continuamente entre o citosol e o 
nucleo. A GTPase Ran monomerica fornece tanto energia quanto direcionalidade para 
o transporte nuclear. Celulas regulam o transporte de protemas nucleares e moleculas de 
RNA pelos NPCs controlando o acesso dessas moleculas a maquinaria de transporte. 0 
RNA mensageiro recem-transcrito e o RNA ribossdmico sao exportados do nucleo como 
parte de um grande complexo ribonucleoproteico. Como os sinais de localizagao nuclear 
nao sao removidos, as protemas nucleares podem ser repetidamente importadas, como e 
necessario toda vez que o nucleo se reorganiza apos a mitose. 
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TRANSPORTE DE PROTEINAS PARA MITOCONDRIAS E 
CLOROPLASTOS 

Mitocondrias e cloroplastos (uma forma especializada de plastidios em algas verdes 
e celulas de plantas) sao organelas delimitadas por dupla membrana. Elas se espe- 
cializaram na smtese de ATP, utilizando energia oriunda do transporte de eletrons 
e da fosforilagao oxidativa nas mitocondrias, e da fotossintese nos cloroplastos (dis- 
cutida no Capitulo 14). Embora ambas as organelas contenham seu proprio DNA, os 
ribossomos e outros componentes necessarios a smtese de protemas, a maioria das 
suas protemas e codificada no nucleo celular e importada do citosol. Cada protema 
importada deve atingir o subcompartimento organelar especifico no qual exerce sua 
fungao. 

Existem diferentes subcompartimentos na mitocondria (Figura 12-19A): o espago 
da matriz interna e o espago intermembrana, que e continuo ao espago das cristas. Es¬ 
ses compartimentos sao formados pelas duas membranas mitocondriais concentricas: 
a membrana interna, que envolve o espago da matriz e forma extensas invaginagoes, as 
cristas, e a membrana externa, que esta em contato com o citosol. Complexos proteicos 
fornecem ligagoes nas jungoes onde as cristas invaginam e dividem a membrana interna 
em dois dommios: um dominio da membrana interna que envolve o espago da crista 
e outro dominio que encosta na membrana externa. Os cloroplastos tambem tern uma 
membrana interna e externa, que delimita o espago intermembrana e o estroma, que e 
o equivalente em cloroplastos ao espago da matriz mitocondrial (Figura 12-19B). Eles 
possuem um subcompartimento adicional, o espago tilacoide, que e circundado pela 
membrana tilacoide. A membrana tilacoide deriva da membrana interna, que, durante 
o desenvolvimento do plastidio, e comprimida, tornando-se descontmua. Cada um dos 
subcompartimentos nas mitocondrias e nos cloroplastos contem um conjunto distinto 
de protemas. 

Novas mitocondrias e cloroplastos sao produzidos pelo crescimento de organelas 
preexistentes, seguidos de fissao (discutido no Capitulo 14). Seu crescimento depende 
principalmente da importagao de protemas do citosol. Isso requer que as protemas se- 
jam translocadas atraves de varias membranas sucessivas e terminem no local apropria- 
do. O processo de movimento de protemas atraves de membranas e chamado de translo- 
cagao de protemas. Esta segao explica como isso ocorre. 


Figura 12-19 Subcompartimentos de 
mitocondrias e de cloroplastos. Ao 

contrario das cristas mitocondriais (A), os 
tilacoides dos cloroplastos (B) nao estao 
conectados a sua membrana interna e, por 
conseguinte, formam um compartimento 
vedado com um espago interno separado. 
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A translocagao para dentro da mitocondria depende de 
sequencias-sinal e de translocadores de protema 


As proteinas importadas para as mitocondrias em geral sao captadas do citosol den¬ 
tro de segundos ou minutos apos sua liberagao pelos ribossomos. Entao, ao contrario 
da translocagao de proteinas para o RE, que com frequencia ocorre simultaneamente 
com a tradugao pelo ribossomo ancorado na membrana do RE rugoso (descrito mais 
adiante), proteinas mitocondriais sao primeiro totalmente sintetizadas como proteinas 
precursoras mitocondriais no citosol e entao translocadas para a mitocondria por um 
mecanismo pos-traducional. Uma ou mais sequencias-sinal dirigem todas as proteinas 
precursoras mitocondriais para o seu subcompartimento mitocondrial apropriado. 
Muitas proteinas que entram no espago da matriz possuem uma sequencia-sinal na sua 
regiao N-terminal que e rapidamente removida por uma peptidase apos a importagao. 
Outras proteinas importadas, incluindo todas as proteinas da membrana externa, muitas 
da membrana interna e proteinas do espago intermembrana, possuem sequencias-sinal 
internas que nao sao removidas. As sequencias-sinal sao necessarias e suficientes para 
a localizagao correta das proteinas: quando tecnicas de engenharia genetica sao usadas 
para ligar tais sinais a proteinas citosolicas, esses sinais dirigirem a protema ao subcom¬ 
partimento mitocondrial correto. 

As sequencias-sinal que direcionam proteinas precursoras para dentro do espago 
da matriz mitocondrial sao mais bem entendidas. Elas formam uma a-helice anfifilica, 
na qual residuos carregados positivamente se agrupam em um lado da helice, enquanto 
residuos hidrofobicos nao carregados se agrupam no lado oposto. Proteinas receptoras 
especificas que iniciam a translocagao de proteinas reconhecem essa configuragao alem 
da sequencia precisa de aminoacidos da sequencia-sinal (Figura 12-20). 

Complexos proteicos com varias subunidades atuam como translocadores de 
proteinas fazendo a mediagao do movimento de proteinas atraves das membranas mi¬ 
tocondriais. O complexo TOM transfere proteinas atraves da membrana externa, e dois 
complexos TIM (TIM23 e TIM22) transferem proteinas atraves da membrana interna 
(Figura 12-21). Esses complexos contem alguns componentes que atuam como recep- 
tores para proteinas precursoras mitocondriais, e outros componentes que formam os 
canais de translocagao. 

O complexo TOM e necessario a importagao de todas as proteinas mitocondriais 
codificadas no micleo. Inicialmente ele transporta a sequencia-sinal dessas proteinas 
para o espago intermembrana e ajuda a inserir proteinas transmembrana na membrana 
externa. As proteinas barril p, que sao particularmente abundantes na membrana ex¬ 
terna, sao entao transferidas por um translocador adicional, o complexo SAM, que as 
auxilia no dobramento apropriado na membrana externa. O complexo TIM23 transpor¬ 
ta algumas dessas proteinas para o espago da matriz e auxilia na insergao de proteinas 
transmembrana na membrana interna. O complexo TIM22 medeia a insergao de uma 
subclasse de proteinas da membrana interna, incluindo a protema transportadora que 
transporta ADP, ATP e fosfato para dentro e fora da mitocondria. Ainda, um terceiro 



Figura 12-20 Sequencia-sinal para im¬ 
portant) de proteinas mitocondriais. A 

citocromo oxidase e um grande complexo 
multiproteico localizado na membrana 
mitocondrial interna, onde atua como 
enzima final na cadeia transportadora de 
eletrons (discutido no Capitulo 14). (A) Os 
primeiros 18 aminoacidos do precursor da 
subunidade IV dessa enzima servem como 
uma sequencia-sinal para importagao da 
subunidade na mitocondria. (B) Quando 
a sequencia-sinal e enovelada como uma 
a-helice, os aminoacidos carregados posi¬ 
tivamente ( vermelho) sao vistos agrupados 
em uma das faces da helice, enquanto os 
apolares ( verde ) sao agrupados predomi- 
nantemente na face oposta. Aminoacidos 
polares nao carregados sao sombreados 
de laranja ; atomos de nitrogenio na cadeia 
lateral de Arg e Gin sao coloridos em azul. 
Sequencias-sinal que dirigem proteinas 
para o espago da matriz sempre tern o 
potencial de formar tais a-helices anfiffli- 
cas, que sao reconhecidas por proteinas 
receptoras especificas na superffcie mito¬ 
condrial. (C) A estrutura da sequencia-sinal 
(da alcool desidrogenase, outra enzima da 
matriz mitocondrial), ligada a um receptor 
de importagao ( cinza ), foi determinada por 
meio de ressonancia magnetica nuclear. 

A a-helice anfifilica liga-se com sua face 
hidrofobica a uma fenda hidrofflica no 
receptor. (Codigo PDB: 10M2.) 
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Figura 12-21 Protemas translocadoras 
nas membranas mitocondriais. Os 

complexos TOM, TIM, SAM e OXA sao 
agregados de proteinas multimericas de 
membrana que catalisam a translocagao 
de proteinas atraves das membranas mito¬ 
condriais. Os componentes proteicos dos 
complexos TIM22 e TIM23 que revestem o 
canal de importagao sao estruturalmente 
relacionados, sugerindo uma origem evo- 
lutiva comum dos dois complexos TIM. No 
lado da matriz, o complexo TIM23 esta 
ligado a urn complexo proteico multimeri- 
co contendo hsp70 mitocondrial, que atua 
como urn importador de ATPase usando a 
hidrolise de ATP para empurrar proteinas 
atraves do poro. Em celulas animais, exis- 
tem variagoes sutis na composigao das su- 
bunidades dos complexos de translocagao 
que adaptam a maquinaria de importagao 
mitocondrial para as suas necessidades 
particulares de tipos celulares especializa- 
dos. SAM, maquinaria montagem e ende- 
regamento; OXA, atividade da citocromo 
oxidase; TIM, translocador da membrana 
mitocondrial interna; TOM, translocador 
da membrana mitocondrial externa. 
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translocador de protema na membrana mitocondrial interna, o complexo OXA, medeia 
a insergao de protemas da membrana interna que sao sintetizadas no interior das mi¬ 
tocondrias. Ele tambem auxilia na insergao de algumas protemas de membrana inter¬ 
na importadas que sao, inicialmente, transportadas para o espago da matriz por outros 
complexos. 

As proteinas precursoras mitocondriais sao importadas como 
cadeias polipeptfdicas desenoveladas 

Quase tudo o que conhecemos sobre mecanismos moleculares de importagao de pro¬ 
temas nas mitocondrias foi obtido a partir de analises de sistemas de translocagao re- 
constituidos livres de celulas, nos quais as mitocondrias purificadas em um tubo teste 
importam protemas precursoras mitocondriais radioativas. Trocando as condigoes de 
incubagao, e possivel estabelecer os requisitos bioquimicos para o transporte. 

As protemas precursoras mitocondriais nao se enovelam em sua estrutura nati- 
va logo depois de serem sintetizadas; em vez disso, elas permanecem desenoveladas 
por meio de interagoes com outras protemas no citosol. Algumas dessas protemas sao 
proteinas chaperonas gerais pertencentes a familia hsp70 (conforme discutido no Capi- 
tulo 6), enquanto outras sao dedicadas a protemas precursoras mitocondriais e ligam- 
-se diretamente em suas sequencias-sinal. Todas essas protemas de interagao auxiliam 
na prevengao de agregagao ou no enovelamento espontaneo das protemas precursoras, 
antes da sua interagao com o complexo TOM na membrana mitocondrial externa. Como 
um passo inicial no processo de importagao, os receptores de importagao do complexo 
TOM ligam-se a sequencias-sinal de protemas precursoras mitocondriais. As protemas 
de interagao sao, entao, removidas e a cadeia polipeptidica desenovelada e encaminha- 
da - primeiro a sequencia-sinal - para o canal de translocagao. 

Em principio, uma protema pode atingir o espago da matriz mitocondrial cru- 
zando as duas membranas, uma de cada vez, ou ambas de uma so vez. Para distinguir 
entre essas duas possibilidades, um sistema de importagao mitocondrial livre de ce¬ 
lulas foi resfriado a uma baixa temperatura, imobilizando as protemas em uma etapa 
intermediary no processo de translocagao. O resultado e que protemas que se acumu- 
laram nao tinham sua sequencia-sinal N-terminal, indicando que sua regiao N-terminal 
deveria estar no espago da matriz onde a peptidase-sinal esta localizada, mas a maior 
parte da protema pode sofrer ataque de fora da mitocondria por enzimas proteoliticas 
adicionadas externamente. Claramente, as protemas precursoras podem atravessar am¬ 
bas as membranas mitocondriais de uma so vez para entrar na matriz (Figura 12-22). O 
complexo TOM primeiramente transporta o sinal de localizagao mitocondrial atraves da 
membrana externa para o espago intermembrana, onde se liga ao complexo TIM, abrin- 
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Figura 12-22 Importagao de protefna 
pelas mitocondrias. A sequencia-sinal 
N-terminal da protefna precursora mito- 
condrial e reconhecida pelos receptores 
do complexo TOM. A protefna e entao 
translocada atraves do complexo TIM23, 
atravessando transitoriamente ambas as 
membranas mitocondriais (Animagao 
12.3). A sequencia-sinal e clivada por uma 
peptidase-sinal no espago da matriz, para 
formar a protefna madura. A sequencia- 
-sinal livre e entao rapidamente degradada 
(nao mostrado). 


do o canal no complexo. A cadeia polipeptidica e entao translocada para o espago da 
matriz ou inserida na membrana interna. 

Embora as fungoes dos complexos TOM e TIM em geral sejam acopladas, para 
translocar proteinas atraves de ambas as membranas ao mesmo tempo, os dois tipos de 
proteinas translocadoras podem atuar independentemente. Em membranas externas 
isoladas, por exemplo, o complexo TOM pode translocar a sequencia-sinal das proteinas 
precursoras atraves da membrana. Da mesma forma, as mitocondrias com membranas 
externas desagregadas experimentalmente e, portanto, com o complexo TIM23 exposto 
na sua superficie importam proteinas precursoras para o espago da matriz com eficiencia. 

A hidrolise de ATP e um potencial de membrana dirigem a 
importagao de protefnas para o espago da matriz 

O transporte direcional requer energia, que, na maioria dos sistemas biologicos, e 
suprida pela hidrolise de ATP. A importagao de proteinas para a mitocondria e sus- 
tentada pela hidrolise de ATP em dois sitios diferentes, um fora da mitocondria e um 
no espago da matriz. Alem disso, outra fonte de energia para importagao de proteinas 
e necessaria, que e o potencial de membrana atraves da membrana mitocondrial in¬ 
terna (Figura 12-23). 

Aprimeira demanda de energia, ocorre no estagio inicial do processo de transloca- 
gao, quando a proteina precursora desenovelada, associada a proteinas chaperonas, in¬ 
terage com os receptores de importagao do complexo TOM. Como discutido no Capitulo 
6, a ligagao e a liberagao de polipeptideos recem-sintetizados das proteinas chaperonas 
necessita da hidrolise do ATP. 
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Figura 12-23 Papel da energia na importagao de proteinas para o espago da matriz mitocondrial. (1) A chaperona hsp70 citosolica ligada e liberada da 
protefna precursora em uma etapa que depende da hidrolise de ATP. Apos a insergao inicial da sequencia-sinal e das porgoes adjacentes da cadeia polipeptidica 
no canal de translocagao do complexo TOM, a sequencia-sinal interage com o complexo TIM. (2) A sequencia-sinal e entao translocada para o espago da matriz 
em um processo que necessita da energia de um potencial de membrana atraves da membrana interna. (3) A hsp70 mitocondrial, que e parte de um impor- 
tante complexo ATPase, liga-se a regioes da cadeia polipeptidica que ficam expostas no espago da matriz, puxando a protefna atraves do canal de translocagao, 
usando a energia da hidrolise do ATP. 
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Uma vez que a sequencia-sinal tenha passado pelo complexo TOM e se ligado a um 
dos complexos TIM, a continuidade do transporte pelos canais de translocagao TIM neces- 
sita de um potencial de membrana, o qual e um componente de eletricidade do gradiente 
eletroquimico de H + atraves da membrana interna (ver Figura 11-4). O bombeamento de H + 
da matriz para o espago intermembrana, dirigido pelo processo de transporte de eletrons na 
membrana interna (discutido no Capitulo 14), mantem o gradiente eletroquimico. A ener- 
gia do gradiente eletroquimico de H + atraves da membrana interna, portanto, nao apenas 
fornece a maior parte da sintese de ATP da celula mas tambem dirige a translocagao das 
sequencias-sinal carregadas positivamente por meio dos complexos TIM por eletroforese. 

As proteinas hsp70 mitocondriais tambem tern um papel crucial no processo de 
importagao. Mitocondrias contendo formas mutantes da proteina falham em importar 
proteinas precursoras. A hsp70 mitocondrial e parte de um agregado proteico de multi - 
plas subunidades que se encontra ligado ao complexo TIM23 pelo lado da matriz e age 
como um motor para puxar proteinas precursoras para o espago da matriz. Como os 
"primos” citosolicos, as hsp70 mitocondriais tern uma alta afinidade pelas cadeias po- 
lipeptidicas desenoveladas e ligam-se firmemente a uma cadeia de proteina importada 
assim que ela emerge do translocador TIM no espago da matriz. A hsp70 sofre entao uma 
modificagao conformacional e libera a cadeia proteica em uma etapa ATP-dependente, 
exercendo uma forga do tipo arrancando/puxando na proteina a ser importada. Esse ci- 
clo de ligagao dirigido por energia e a sua subsequente liberagao fornece a forga motriz 
necessaria para que a importagao da proteina seja completada depois que esta tenha 
sido inicialmente inserida no complexo TIM23 (ver Figura 12-23). 

Apos a interagao inicial com hsp70 mitocondriais, muitas proteinas importadas 
da matriz sao transferidas para outra proteina chaperona, a hsp60 mitocondrial. Como 
discutido no Capitulo 6, as proteinas hsp60 auxiliam cadeias polipeptidicas desenovela¬ 
das a se enovelarem pela sua ligagao e liberagao por meio de ciclos de hidrolise de ATP. 

Bacterias e mitocondrias usam mecanismos similares par a inserir 
porinas em suas membranas externas 

A membrana mitocondrial externa, assim como a membrana externa de bacterias Gram- 
-negativas (ver Figura 11-17), contem proteinas barril |3 em abundancia denominadas po¬ 
rinas, sendo, portanto, livremente permeavel a ions inorganicos e metabolitos (mas nao 
a maioria das proteinas). Ao contrario de outras proteinas de membranas externas, que 
sao ancoradas na membrana por meio de regioes helicoidais transmembrana, o complexo 
TOM nao pode integrar porinas na bicamada lipidica. Em vez disso, as porinas sao primei- 
ramente transportadas em sua forma desenovelada para o espago intermembrana, onde se 
ligam transitoriamente a proteinas chaperonas especializadas, que as mantem nao agre- 
gadas (Figura 12-24A). Ambas se ligam entao ao complexo SAM na membrana externa, 
inserindo a proteina na membrana externa, auxiliando o seu enovelamento apropriado. 

Uma das subunidades centrais do complexo SAM e homologa a proteina de mem¬ 
brana externa bacteriana que auxilia a inserir proteinas barril (3 na membrana externa do 
espago periplasmatico bacteriano (o equivalente do espago intermembrana na mitocon- 


Figura 12-24 Integragao de porinas 
nas membranas mitocondrial e bacte¬ 
riana externas. (A) Apos a translocagao 
atraves do complexo TOM na membrana 
mitocondrial externa, proteinas barril p 
ligam-se a chaperonas no espago inter¬ 
membrana. 0 complexo SAM insere entao 
a cadeia polipeptidica nao enovelada na 
membrana externa e auxilia no dobra- 
mento da cadeia. (B) 0 complexo BAM 
estruturalmente relacionado, na membra¬ 
na externa de bacterias Gram-negativas, 
catalisa a insergao de proteinas barril p e 
dobramento (ver Figura 11-17). 
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dria) (Figura 12-24B). Essa via conservada para insergao de protemas barril |3 tambem 
ressalta a origem endossimbiotica da mitocondria. 

O transporte para a membrana mitocondrial interna e para o 
espago intermembrana ocorre por meio de diversas vias 

O mesmo mecanismo que transporta as protemas para a matriz usando os transportado- 
res TOM e TIM23 (ver Figura 12-22) tambem faz a mediagao do transporte inicial de mui- 
tas protemas destinadas a membrana mitocondrial interna ou ao espago intermembra¬ 
na. Na via de translocagao mais comum, apenas a sequencia-sinal na regiao N-terminal 
da protema transportada realmente entra no espago da matriz (Figura 12-25A). Uma 
sequencia hidrofobica de aminoacidos, colocada estrategicamente apos a sequencia- 
-sinal N-terminal, atua como uma sequencia de parada de transferencia, impedindo a 
translocagao adicional atraves da membrana interna. O restante da protema atravessa 
entao a membrana externa atraves do complexo TOM no espago intermembrana; a se¬ 
quencia-sinal e clivada na matriz, e a sequencia hidrofobica, liberada de TIM23, perma- 
nece ancorada na membrana interna. 
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Figura 12-25 Importagao de protemas do citosol para a membrana mitocondrial interna ou para o espago intermembrana. (A) A sequencia-sinal 
N-terminal ( vermelho ) inicia a importagao para o espago da matriz (ver Figura 12-22). Uma sequencia hidrofobica ( azul) que se sucede a sequencia-sinal 
para a matriz liga-se ao translocador TIM23 ( laranja) na membrana interna e interrompe a translocagao. A protema restante e entao puxada para o espago 
intermembrana atraves do translocador TOM na membrana externa, e a sequencia hidrofobica e liberada na membrana interna, ancorando af a protema. (B) 
Uma segunda via de integragao de protefnas na membrana interna primeiro entrega a protema completa no espago da matriz. A clivagem da sequencia-sinal 
(vermelho) usada para a translocagao inicial expoe uma sequencia-sinal hidrofobica adjacente (azul) no novo N-terminal. Esse sinal dirige entao a protema 
para a membrana interna, usando a mesma via dependente de OXA, que insere protemas que sao codificadas pelo genoma de mitocondrias e traduzidas no 
espago da matriz. (C) Algumas protefnas soluveis do espago intermembrana tambem podem utilizar as vias mostradas em (A) e (B) antes de serem liberadas 
no espago intermembrana por uma segunda peptidase-sinal, que tern seu sftio ativo no espago intermembrana e remove a sequencia-sinal hidrofobica. (D) 
Algumas protemas soluveis do espago intermembrana tornam-se oxidadas pela protefna Mia40 (do ingles, mitochondrial intermembrane space assembly, 
agregado do espago intermembrana mitocondrial) durante a importagao. Mia40 forma urn intermediary covalente atraves de pontes dissulfeto intermolecu- 
lares, que ajudam a puxar a protefna transportada atraves do complexo TOM. A protema Mia40 torna-se reduzida nesse processo, e entao e reoxidada pela 
cadeia transportadora de eletrons, de modo que pode catalisar a proxima rodada de importagao. (E) Protemas de passagem multipla na membrana interna 
que funcionam como transportadores de metabolites contem sequencias-sinal internas e serpenteiam atraves do complexo TOM como uma alga. Eles ligam- 
-se entao a chaperonas no espago intermembrana, guiando as protemas ao complexo TIM22. 0 complexo TIM22 e especializado na insergao de protemas de 
passagem multipla da membrana interna. 
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Em outra via de transporte para a membrana interna ou o espago intermembra¬ 
na, o complexo TIM23 inicialmente transloca a protema inteira para o espago da matriz 
(Figura 12-25B). Uma vez que a sequencia-sinal N-terminal foi removida pela peptida- 
se-sinal da matriz, a sequencia hidrofobica permanece exposta no novo N-terminal. Essa 
sequencia-sinal guia a protema para o complexo OXA, que insere a protema na mem¬ 
brana interna. Como mencionado antes, o complexo OXA e primeiramente utilizado 
para inserir protemas codificadas e traduzidas na mitocondria na membrana interna, e 
apenas poucas protemas importadas usam essa via. Translocadores intimamente rela- 
cionados ao complexo OXA sao encontrados nas membranas plasmaticas de bacterias 
e em membranas tilacoides de cloroplastos, onde inserem protemas de membrana por 
um mecanismo similar. 

Muitas protemas que usam essas vias para a membrana interna permanecem an- 
coradas nas vias por meio de suas sequencias-sinal hidrofobicas (ver Figura 12-25A, B). 
Outras, entretanto, sao liberadas no espago intermembrana por uma protease que remo¬ 
ve a ancora da membrana (Figura 12-25C). Muitas dessas protemas clivadas permane¬ 
cem ligadas na superficie externa da membrana interna como subunidades perifericas 
de complexos proteicos que tambem contem protemas transmembrana. 

Certas protemas do espago intermembrana que contem residuos de cistema sao 
importadas ainda por outra via. Essas protemas formam uma ponte dissulfeto covalente 
transitoria com a protema Mia40 (Figura 12-25D). As protemas importadas sao entao 
liberadas em uma forma oxidada contendo pontes dissulfeto intracadeia. Mia40 torna-se 
reduzida no processo e e entao reoxidada ao transferir eletrons para a cadeia transporta- 
dora de eletrons na membrana mitocondrial interna. Dessa maneira, a energia armaze- 
nada no potencial redox da cadeia transportadora de eletrons mitocondrial e aproveita- 
da para dirigir a importagao de protemas. 

As mitocondrias sao o principal sitio de smtese de ATP na celula, mas tambem 
contem muitas enzimas metabolicas, como as do ciclo do acido citrico. Assim, alem de 
protemas, as mitocondrias tambem devem transportar pequenos metabolitos atraves de 
suas membranas. Enquanto a membrana externa contem porinas que tornam a mem¬ 
brana livremente permeavel a pequenas moleculas, a membrana interna nao as con¬ 
tem. Em vez disso, o transporte de um grande numero de pequenas moleculas atraves 
da membrana interna e mediado por uma familia de protemas transportadoras metabo- 
lito-especificas. Em celulas de levedura, essas protemas transportadoras compreendem 
uma familia de 35 protemas diferentes, das quais as mais abundantes sao aquelas que 
transportam ADP, ATP e fosfato. Essas protemas transportadoras da membrana interna 
sao protemas transmembrana de passagem multipla, que nao apresentam sequencias- 
-sinal clivaveis nas suas regioes N-terminais, mas em vez disso contem sequencias-sinal 
internas. Elas atravessam o complexo TOM na membrana externa e sao guiadas por cha- 
peronas do espago intermembrana ao complexo TIM22, que as insere na membrana in¬ 
terna por meio de um processo que necessita de um potencial de membrana, mas nao 
de hsp70 ou ATP mitocondriais (Figura 12-25E). O “particionamento” energeticamente 
favoravel das regioes hidrofobicas transmembrana na membrana interna provavelmente 
dirige esse processo. 

Duas sequencias-sinal direcionam proteinas para a membrana 
tilacoide em cloroplastos 

O transporte de protemas para cloroplastos assemelha-se ao transporte para mitocon¬ 
drias. Ambos os processos ocorrem de modo pos-traducional, utilizam complexos de 
translocagao separados em cada membrana, necessitam de energia e usam sequencias- 
-sinal N-terminais anfifilicas que sao removidas apos a utilizagao. Com excegao de algu- 
mas moleculas chaperonas, no entanto, os componentes proteicos que formam os com¬ 
plexos de translocagao sao diferentes. Alem disso, enquanto as mitocondrias utilizam o 
gradiente eletroquimico de H + atraves da sua membrana interna para dirigir o transpor¬ 
te, os cloroplastos, que apresentam um gradiente eletroquimico de H + atraves de suas 
membranas tilacoides, mas nao em sua membrana interna, empregam a hidrolise de 
GTP e de ATP para importagao atraves da sua membrana dupla. As semelhangas funcio- 
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Figura 12-26 Translocagao de uma 
protema precursora no espago tila¬ 
coide de cloroplastos. (A) A protefna 
precursora contem uma sequencia-sinal do 
cloroplasto N-terminal ( vermelho ) imedia- 
tamente seguida de uma sequencia-sinal 
tilacoide (marrom). A sequencia-sinal do 
cloroplasto inicia a translocagao no estro- 
ma por urn mecanismo semelhante aquele 
usado por protefnas precursoras mitocon- 
driais de translocagao no espago da ma- 
triz, embora os complexos translocadores, 
TOC e TIC, sejam diferentes. A sequencia- 
-sinal e clivada, expondo a sequencia-sinal 
tilacoide, que inicia a translocagao atraves 
da membrana tilacoide. (B) A translocagao 
para o espago tilacoide, ou membrana 
tilacoide, pode ocorrer por uma de pelo 
menos quatro vias: (1) uma via Sec, assim 
chamada porque utiliza componentes que 
sao homologos de protefnas Sec, que me- 
deiam a translocagao de protefnas atraves 
da membrana plasmatica bacteriana (dis- 
cutido adiante), (2) uma via tipo SRP, assim 
denominada porque usa uma partfcula 
de reconhecimento de sinal homologa de 
cloroplasto, ou SRP (discutido adiante), 

(3) uma via TAT (translocagao de duas 
argininas, de twin arginine translocation), 
assim chamada porque duas argininas sao 
cruciais nas sequencias-sinal que dirigem 
protefnas nessa via, a qual depende de 
urn gradiente de H + atraves da membrana 
tilacoide, e (4) uma via de insergao es¬ 
pontanea, que parece nao necessitar de 
translocador de protefnas. 


nais podem, portanto, ser resultado de evolugao convergente, refletindo as necessidades 
comuns para a translocagao pelo sistema de membrana dupla. 

Embora as sequencias-sinal para a importagao em cloroplastos assemelhem-se su- 
perficialmente aquelas para a importagao em mitocondrias, tanto as mitocondrias como 
os cloroplastos estao presentes nas mesmas celulas vegetais e, assim, as protefnas devem 
escolher entre as duas organelas de maneira apropriada. Em plantas, por exemplo, uma 
enzima bacteriana pode ser direcionada especificamente para mitocondrias se ela for 
ligada, de forma experimental, a uma sequencia-sinal N-terminal de uma protema mito- 
condrial; a mesma enzima, unida a uma sequencia-sinal N-terminal de uma protema de 
cloroplasto, acumula-se em cloroplastos. As diferentes sequencias-sinal podem, portan¬ 
to, ser distinguidas pelos receptores de importagao em cada organela. 

Os cloroplastos apresentam um compartimento extra envolto por membranas, 
o tilacoide. Muitas protefnas de cloroplastos, incluindo as subunidades proteicas do 
sistema fotossintetico e da ATP-sintase (discutido no Capftulo 14), sao localizadas na 
membrana tilacoide. Assim como os precursores de algumas protefnas mitocondriais, 
os precursores dessas protefnas sao translocados do citosol para o seu destino final em 
duas etapas. Primeiro, eles atravessam a dupla membrana para o espago da matriz (cha- 
mado de estroma nos cloroplastos), e entao eles ou integram a membrana tilacoide ou 
translocam-se para o espago tilacoide (Figura 12-26A). Os precursores dessas protefnas 
possuem uma sequencia-sinal tilacoide hidrofobica seguindo a sequencia-sinal N-ter- 
minal do cloroplasto. Apos a sequencia-sinal N-terminal ter sido utilizada para importar 
a protema no estroma, ela e removida por uma peptidase-sinal do estroma, expondo a 
sequencia-sinal tilacoide que inicia, entao, o transporte atraves da membrana tilacoide. 
Existem pelo menos quatro vias por meio das quais as protefnas atravessam ou tornam- 
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-se integradas na membrana tilacoide, diferenciadas pelas suas necessidades por dife- 
rentes chaperonas do estroma ou pela fonte de energia usada (Figura 12-26B). 

Resumo 

Embora as mitocdndrias e os cloroplastos tenham seus proprios sistemas geneticos, eles pro- 
duzem apenas uma pequena porgao de suas protemas. As duas organelas importam do ci- 
tosol a maioria das suas protemas utilizando mecanismos semelhantes. Em ambos os casos, 
as protemas sao importadas no estado desenovelado tanto atraves da membrana externa 
quanto da membrana interna simultaneamente para o espago da matriz ou estroma. A hi- 
drolise deATP e um potencial de membrana atraves da membrana interna dirigem a trans- 
locagao para a mitocondria, enquanto a translocagao em cloroplastos e dirigida somente 
pela hidrolise de GTP e deATP. As protemas chaperonas dafamilia hsp70 citosolica mantem 
as protemas precursoras em um estado desenovelado > e um segundo conjunto de protemas 
hsp70 no espago da matriz ou no estroma puxa a cadeia polipeptidica importada para a 
organela. Apenas as protemas que contem uma sequencia-sinal espedfica sao translocadas. 
A sequencia-sinal em geral esta localizada na regiao N-terminal e e clivada depois de ser 
importada ou internalizada e retida. Os transportes para a membrana interna algumas 
vezes usam uma segunda sequencia-sinal hidrofobica que e exposta quando a primeira se¬ 
quencia-sinal e removida. Em cloroplastos, a importagao do estroma para o tilacoide pode 
ocorrer por varias vias, que diferem pelas chaperonas e pela fonte de energia usadas. 
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Os peroxissomos diferem das mitocondrias e dos cloroplastos em muitos aspectos. Mais 
notavelmente, eles sao envolvidos por uma unica membrana e nao possuem DNA ou 
ribossomos. Assim, por nao serem dotados de genoma, todas as suas protemas sao co- 
dificadas no nucleo. Os peroxissomos obtem muitas das suas protemas por importagao 
seletiva do citosol, embora algumas delas entrem na membrana dos peroxissomos por 
meio do RE. 

Uma vez que nao discutiremos os peroxissomos em outro local, consideraremos 
algumas das fungoes dessa familia distinta de organelas antes de discutir sua biossmtese. 
Quase todas as celulas eucarioticas possuem peroxissomos. Eles contem enzimas oxida- 
tivas, como catalase e urato oxidase, em concentragoes tao elevadas que, em algumas ce¬ 
lulas, os peroxissomos salientam-se em micrografias eletronicas por causa da presenga 
de um nucleo cristaloide (Figura 12-27). 

Assim como as mitocondrias, os peroxissomos sao os principais sitios de utilizagao 
de oxigenio. Uma hipotese e que os peroxissomos sejam um vestigio de uma organela 
ancestral que realizava todo o metabolismo de oxigenio nos ancestrais primitivos das ce¬ 
lulas eucarioticas. Quando o oxigenio produzido pelas bacterias fotossinteticas comegou 
a se acumular na atmosfera, ele pode ter sido fortemente toxico a maioria das celulas. Os 
peroxissomos podem ter servido para reduzir a concentragao de oxigenio intracelular, 
enquanto tambem usavam sua reatividade quimica para fazer reagoes oxidativas uteis. 
De acordo com esse ponto de vista, o desenvolvimento posterior das mitocondrias tornou 
os peroxissomos bastante obsoletos, porque muitas das mesmas reagoes - as quais foram 
inicialmente conduzidas nos peroxissomos sem produgao de energia - foram agora aco- 
pladas com a formagao de ATP, por meio da fosforilagao oxidativa. As reagoes oxidativas 
realizadas pelos peroxissomos nas celulas atuais poderiam parcialmente ser, portanto, 
aquelas cujas fungoes importantes nao foram incorporadas pelas mitocondrias. 


Os peroxissomos utilizam oxigenio molecular e peroxido de 
hidrogenio para realizar reagoes oxidativas 

Os peroxissomos sao assim denominados porque costumam conter uma ou mais enzi¬ 
mas que empregam oxigenio molecular para remover atomos de hidrogenio de substra- 
tos organicos especificos (designados aqui como R) em uma reagao oxidativa que produz 
peroxido de hidrogenio ( H 2 0 2 ): 
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A catalase utiliza o H 2 0 2 gerado por outras enzimas na organela para oxidar uma 
variedade de outros substratos - incluindo acido formico, formaldefdo e alcool - pela 
reagao “peroxidativa”: H 2 0 2 + R'H 2 -> R' + 2H 2 0. Esse tipo de reagao oxidativa e particu- 
larmente importante nas celulas do figado e do rim, nas quais os peroxissomos destoxifi- 
cam varias moleculas toxicas que entram na corrente sangufnea. Cerca de 25% do etanol 
que bebemos e oxidado a acetaldefdo dessa forma. Alem disso, quando um excesso de 
H 2 0 2 acumula-se na celula, a catalase o converte em H 2 0 por meio da reagao: 

2H 2 0 2 -> 2H 2 0 + 0 2 

A principal fungao das reagoes oxidativas realizadas nos peroxissomos e a quebra 
de moleculas de acido graxo. O processo denominado p-oxidagao encurta as cadeias 
alquil dos acidos graxos sequencialmente em blocos de dois atomos de carbono por vez, 
convertendo assim os acidos graxos em acetil-CoA (acetil-coenzima A). Os peroxisso¬ 
mos exportam entao acetil-CoA ao citosol para utiliza-la em reagoes biossinteticas. Nas 
celulas de mamfferos, a (3-oxidagao ocorre nas mitocondrias e nos peroxissomos; em 
leveduras e nas celulas vegetais, entretanto, essa reagao essencial ocorre exclusivamente 
nos peroxissomos. 

Uma fungao biossintetica essencial dos peroxissomos animais e catalisar as pri- 
meiras reagoes na formagao de plasmalogenios , que sao a classe mais abundante de fos- 
folipfdeos na mielina (Figura 12-28). A deficiencia de plasmalogenios causa anomalias 
profundas na mielinizagao dos axonios das celulas nervosas, sendo essa uma das razoes 
por que muitos disturbios peroxissomicos levam a doengas neurologicas. 

Os peroxissomos sao organelas de grande diversidade e, mesmo em varios tipos 
celulares de um unico organismo, podem conter diferentes conjuntos de enzimas. Eles 
tambem podem adaptar-se de forma notavel a mudangas de condigoes. As celulas de 
levedura crescidas em agucar, por exemplo, tern poucos peroxissomos pequenos. Mas, 
quando algumas leveduras sao crescidas em metanol, numerosos e grandes peroxis¬ 
somos sao formados para oxidar o metanol; e quando crescem em acidos graxos, elas 
desenvolvem numerosos e grandes peroxissomos que quebram os acidos graxos em 
acetil-CoApela p-oxidagao. 

Os peroxissomos sao importantes tambem em plantas. Dois tipos de peroxissomos 
de plantas tern sido bastante estudados. Um tipo esta presente nas folhas, onde partici- 
pa na fotorrespiragao (discutida no Capitulo 14) (Figura 12-29A). O outro tipo de pero- 
xissomo esta presente em sementes em germinagao, nas quais ele converte os acidos 
graxos armazenados nas sementes oleaginosas em agucares necessarios ao crescimento 
da planta jovem. Pelo fato de essa conversao de gorduras em agucares ser realizada por 
uma serie de reagoes conhecidas como o ciclo glioxilato, esses peroxissomos tambem 
sao chamados de glioxissomos (Figura 12-29B). No ciclo glioxilato, duas moleculas de 
acetil-CoA produzidas por quebra do acido graxo no peroxissomo sao utilizadas para 
a sfntese de acido succfnico, que e liberado do peroxissomo e convertido em glicose no 
citosol. O ciclo glioxilato nao ocorre em celulas animais; portanto os animais sao incapa- 
zes de converter acidos graxos de gorduras em carboidratos. 

Uma sequencia-sinal curta direciona a importagao de protefnas 
aos peroxissomos 

Uma sequencia especffica de tres aminoacidos (Ser-Lys-Leu) localizados na regiao 
C-terminal de muitas protefnas dos peroxissomos atua como um sinal de importagao 
(ver Tabela 12-3, p. 648). Outras protefnas peroxissomicas contem uma sequencia-sinal 
proxima a regiao N-terminal. Se uma dessas sequencias esta ligada a uma protefna ci- 
tosolica, a protefna e importada para peroxissomos. Os sinais de importagao sao pri- 
meiro reconhecidos pelos receptores soluveis de protefnas no citosol. Varias protefnas 
distintas, chamadas de peroxinas, participam no processo de importagao, que e movido 
por hidrolise de ATP. Um complexo de pelo menos seis diferentes peroxinas forma uma 
protefna translocadora na membrana do peroxissomo. Mesmo protefnas oligomericas 
nao precisam ser desdobradas para que sejam importadas. Acredita-se que o poro for- 
mado pelo transportador seja dinamico em suas dimensoes, adaptando seu tamanho 
as moleculas-carga a serem transportadas, permitindo a passagem de cada molecula- 
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Figura 12-27 Micrografia eletronica de tres 
peroxissomos em uma celula de figado de 
rato. As inclusoes paracristalinas eletrodensas 
sao compostas principalmente da enzima urato 
oxidase. (Cortesia de Daniel S. Friend.) 
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Figura 12-28 Estrutura de um plasmalo- 
genio. Os plasmalogenios sao bastante abun- 
dantes nas bainhas de mielina que envolvem 
os axonios das celulas nervosas. Eles correspon- 
dem a cerca de 80 a 90% dos fosfolipideos da 
membrana de mielina. Alem de uma cabega 
de etanolamina e um acido graxo de cadeia 
longa ligado a mesma cadeia principal de 
glicerol fosfato utilizado para fosfolipideos, os 
plasmalogenios contem um alcool graxo pouco 
comum que esta ligado por uma ligagao eter 
(parte inferior a esquerda). 
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Figura 12-29 Micrografias eletronicas de dois tipos de peroxissomos encontrados em celulas vegetais. (A) Um peroxissomo com um nucleo paracrista- 
lino em uma celula do mesofilo de folha de tabaco. Sua proxima associagao com cloroplastos parece facilitar a troca de materials entre essas organelas durante 
a fotorrespiragao. 0 vacuolo em celulas de plantas e equivalente ao lisossomo em celulas animais. (B) Peroxissomos em uma celula cotiledonar armazenadora 
de gordura de semente de tomate, quatro dias apos a germinagao. Aqui, os peroxissomos (glioxissomos) estao associados a gotas lipfdicas que armazenam gor- 
dura, refletindo seu papel central na mobilizagao de gorduras e na gliconeogenese durante a germinagao de sementes. (A, de S.E. Frederick e E.H. Newcomb, 

J. Cell Biol. 43:343-353, 1969. Com permissao de The Rockefeller Press; B, de W.P. Wergin, P.J. Gruber e E.H. Newcomb, J. Ultrastruct. Res. 30:533-557, 1970. 
Com permissao de Academic Press.) 


Figura 12-30 Um modelo explica como 
os peroxissomos proliferam e como 
um novo peroxissomo se forma. Vesf- 
culas precursoras peroxissomicas brotam 
do RE. Ao menos duas proteinas de 
membrana peroxissomicas, Pex3 e Pexl 5, 
seguem essa via. A maquinaria que dirige 
a reagao de brotamento e que seleciona 
apenas proteinas peroxissomicas para o 
empacotamento nessas vesfculas depende 
de Pexl 9 e outras proteinas citosolicas 
ainda desconhecidas. Vesfculas precursoras 
de peroxissomicas podem entao fusionar- 
-se com outras ou com peroxissomicaspre- 
existentes. A membrana do peroxissomo 
contem receptores de importagao e 
proteinas translocadoras que sao neces- 
sarias para a importagao de proteinas 
peroxissomicas produzidas nos ribossomos 
citosolicos, incluindo novas copias de re¬ 
ceptores de importagao e componentes de 
translocagao. Provavelmente, os lipfdeos 
necessarios ao crescimento tambem sejam 
importados, embora alguns possam deri- 
var-se diretamente do RE na membrana de 
vesfculas precursoras de peroxissomos. 


-carga compactamente dobrada. A esse respeito, o mecanismo difere daquele usado em 
mitocondrias e cloroplastos. Um receptor de importagao soluvel, a peroxina Pex5 ; reco- 
nhece o sinal de importagao C-terminal peroxissomico. Ela acompanha sua carga ate o 
interior dos peroxissomos e ; apos a liberagao da carga, retorna ao citosol. Apos a entrega 
de sua carga para o lumen do peroxissomo, Pex5 sofre ubiquitinagao. Essa modificagao 
e necessaria para liberar Pex5 no citosol novamente, onde a ubiquitina e removida. Uma 
ATPase composta de Pexl e Pex6 aproveita a energia da hidrolise do ATP para ajudar na 
liberagao de Pex5 dos peroxissomos. 

A importancia dos peroxissomos e desse processo de importagao esta demons- 
trada na smdrome de Zellweger, uma doenga humana hereditaria na qual um defeito na 
importagao de proteinas para os peroxissomos leva a uma deficiencia peroxissomica 
grave. Esses individuos, cujas celulas contem peroxissomos "vaz^^ apresentam graves 
anomalias no cerebro, no figado e nos rins, e morrem logo apos o nascimento. Uma mu- 
tagao no gene que codifica a peroxina Pex5 causa uma forma dessa doenga. Uma doenga 
peroxissomica hereditaria moderada e causada por um defeito no Pex7, receptor defec¬ 
tive para o sinal N-terminal de importagao. 

Ha muito se discute se novos peroxissomos originam-se de outros preexisten- 
tes por crescimento e fissao da organela - como mencionado antes para mitocondria 
e plastidios - ou derivam-se como um compartimento especializado do RE. Aspectos 
de ambos os pontos de vista sao verdadeiros (Figura 12-30). Muitas das proteinas de 
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membrana peroxissomicas sao feitas no citosol e inseridas na membrana de peroxisso- 
mos preexistentes, enquanto outras sao primeiro integradas na membrana do RE, onde 
sao empacotadas em vesiculas precursoras peroxissomicas especializadas. Novas vesi- 
culas precursoras podem entao se fundir umas com as outras e comegar a importagao 
de protemas peroxissomicas adicionais, usando sua propria maquinaria de importagao 
de protemas para tornarem-se peroxissomos maduros, os quais podem sofrer ciclos de 
crescimento e fissao. 


Resumo 

Os peroxissomos sao especializados em promover reagoes de oxidagao usando oxigenio 
molecular. Elesgeram peroxido de hidrogenio, que e empregado em reagoes oxidativas - e 
contem catalases para destruir o excesso do mesmo. Assim como as mitocondrias e os plas- 
tidios, os peroxissomos sao organelas autorreplicativas. Pelofato de nao conterem DNA ou 
ribossomos, toda sua proteina e codificada no nucleo da celula. Algumas dessas protemas 
sao repassadas aos peroxissomos via vesiculas precursoras peroxissomicas que brotam do 
RE, mas muitas sao sintetizadas no citosol e importadas diretamente. Uma sequencia es- 
pedfica de tres aminoacidos proxima a regiao C-terminal de muitas protemas funciona 
como um sinal de importagao peroxissomica. O mecanismo de importagao de protemas 
difere daquele de mitocondrias e cloroplastos, no qual mesmo protemas oligomericas sao 
importadas do citosol sem estarem desenoveladas. 


RETICULO ENDOPLASMATICO 

Todas as celulas eucarioticas possuem reticulo endoplasmatico (RE). Sua membrana 
em geral constitui mais do que a metade da membrana total de uma celula animal (ver 
Tabela 12-2, p. 643). O RE esta organizado em um labirinto de tubulos ramificados e de 
vesiculas achatadas que se estendem atraves do citosol (Figura 12-31 e Animagao 12.4). 
Os tubulos e sacos sao interconectados, e suas membranas sao contiguas com a mem¬ 
brana nuclear externa; o compartimento que elas encerram, portanto, tambem e con- 
tiguo com o espago entre as membranas nuclear externa e interna. Dessa forma, o RE 
e as membranas nucleares formam uma folha continua envolvendo um espago interno 
unico, chamado de lumen do RE ou espago cisternal do RE, que costuma ocupar mais de 
10% do volume celular total (ver Tabela 12-1, p. 643). 

Como mencionado no inicio deste capitulo, o RE tern um papel central na biossin- 
tese de lipideos e protemas, servindo tambem como um local de armazenamento intrace- 
lular de Ca 2+ , que e usado em muitas respostas de sinalizagao celular (discutido no Capi¬ 
tulo 15). A membrana do RE e o sitio de produgao de todas as protemas transmembrana 
e lipideos para a maioria das organelas celulares, incluindo o proprio RE, o aparelho de 
Golgi, os lisossomos, os endossomos, as vesiculas secretoras e a membrana plasmatica. A 
membrana do RE e tambem o local onde e feita a maioria dos lipideos para as membranas 
mitocondriais e peroxissomicas. Alem disso, quase todas as protemas que serao secre- 
tadas para o exterior celular - acompanhadas daquelas destinadas ao lumen do RE, ao 
aparelho de Golgi ou aos lisossomos - sao enviadas inicialmente ao lumen do RE. 
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Figura 12-31 Micrografias fluorescen- 
tes do reticulo endoplasmatico. 

(A) Uma cultura de tecido de celulas ani- 
mais foi geneticamente modificada para 
expressar uma proteina de membrana 
do RE fusionada a uma proteina fluores- 
cente. 0 RE estende-se como uma rede 
de tubulos e folhas ao longo de todo o 
citosol, de modo que todas as regioes do 
citosol estao proximas a algumas porgoes 
da membrana do RE. A membrana nuclear 
externa, que e continua com o RE, tam¬ 
bem e corada. (B) Parte de uma rede do RE 
em uma celula vegetal viva geneticamente 
modificada para expressar uma proteina 
fluorescente no RE. (A, cortesia de Patrick 
Chitwood e Gia Voeltz; B, cortesia de Petra 
Boevink e Chris Hawes.) 
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O RE e estrutural e funcionalmente diverso 

Enquanto as varias fungoes do RE sao essenciais para cada celula, suas importances re- 
lativas variam muito entre tipos celulares individuals. Para satisfazer demandas funcio- 
nais diferentes, regioes distintas de RE tornam-se altamente especializadas. Observamos 
tal especializagao funcional como mudangas dramaticas na estrutura do RE, e diferentes 
tipos celulares podem, portanto, possuir caracteristicamente diversos tipos de membra- 
na do RE. Uma das especializagoes mais notaveis e o RE rugoso. 

As celulas de mamiferos comegam a importagao de protemas para o RE antes da 
smtese completa da cadeia polipeptidica - isto e, a importagao e um processo cotra- 
ducional (Figura 12-32A). Ao contrario, a importagao de protemas nas mitocondrias, 
nos cloroplastos, no nucleo e nos peroxissomos e um processo pos-traducional (Figura 
12-32B). No transporte cotraducional, o ribossomo que esta sintetizando a protema esta 
diretamente aderido a membrana do RE, permitindo que uma ponta da protema seja 
translocada para o RE enquanto o restante da cadeia polipeptidica esta sendo sintetiza- 
do. Esses ribossomos ligados a membrana cobrem a superficie do RE, criando regioes 
chamadas reticulo endoplasmatico rugoso, ou RE rugoso; regioes do RE sem ribosso¬ 
mos ligados sao chamadas de reticulo endoplasmatico liso, ou RE liso (Figura 12-33). 

A grande maioria das celulas possui regioes limitadas de RE liso, e o RE e, com 
frequencia, parcialmente liso e parcialmente rugoso. Areas de RE liso a partir das quais 
vesiculas carregando protemas recem-sintetizadas e lipideos se desprendem para trans¬ 
porte ate o aparelho de Golgi sao chamadas de RE transicional. Em certas celulas especia¬ 
lizadas, o RE liso e abundante e tern fungoes adicionais. Ele e proeminente, por exemplo, 
em celulas que se especializam no metabolismo de lipideos, como celulas que sintetizam 
hormonios esteroides a partir do colesterol; o RE liso expandido acomoda as enzimas que 
fazem o colesterol e o modificam a fim de formar os hormonios (ver Figura 12-33B). 

Principal tipo celular no figado, o hepatocito tambem possui uma quantidade sig- 
nificativa de RE liso. Ele e o principal sitio de produgao de particulas de lipoproteina, que 
carregam lipideos a outras partes do corpo via corrente sanguinea. As enzimas que sinte¬ 
tizam os componentes lipidicos das lipoproteinas estao localizadas na membrana do RE 
liso, a qual tambem contem enzimas que catalisam uma serie de reagoes para destoxifi- 
car substancias lipossoluveis e varios compostos danosos produzidos pelo metabolismo. 
As reagoes de destoxificagao mais extensamente estudadas sao realizadas pela familia de 
enzimas citocromo P450, que catalisam uma serie de reagoes nas quais substancias inso- 
luveis em agua ou metabolitos que, de outra forma, poderiam ser acumulados em niveis 
toxicos nas membranas celulares sao transformados em soluveis em agua o suficiente 
para deixarem a celula e serem excretados na urina. Uma vez que o RE rugoso sozinho 
nao pode conter quantidades suficientes dessas e de outras enzimas necessarias, uma 
grande porgao de membrana em um hepatocito normalmente consiste em RE liso (ver 
Tabela 12-2). 

Outra fungao crucial do RE na maioria das celulas eucarioticas e sequestrar Ca 2+ 
do citosol. A liberagao de Ca 2+ do RE para o citosol e sua subsequente recaptagao estao 
envolvidas em muitas respostas rapidas a sinais extracelulares, como discutido no Ca- 


Figura 12-32 Transloca^ao cotraducio¬ 
nal e pos-traducional de protemas. (A) 

Os ribossomos ligam-se a membrana do 
RE durante a translocagao cotraducional. 
(B) Ao contrario, os ribossomos citosolicos 
completam a sfntese de proteinas e as 
liberam antes da translocagao pos-tradu¬ 
cional. Em ambos os casos, a proteina e 
direcionada para o RE por uma sequencia- 
-sinal (vermelho e laranja). 
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Figura 12-33 RE rugoso e liso. (A) Uma micrografia eletronica de um RE rugoso em uma celula pancreatica exocrina que produz 
e secreta diariamente grandes quantidades de enzimas digestivas. 0 citosol esta preenchido com camadas empacotadas de mem- 
branas de RE que sao ornadas com ribossomos. Em cima e a esquerda esta mostrada uma porgao do nucleo e seu envelope nuclear; 
note que a membrana nuclear externa, que e continua com o RE, tambem esta ornada com ribossomos. (B) RE liso abundante em 
uma celula secretora de hormonio esteroide. Esta micrografia eletronica e de uma celula de Leydig secretora de testosterona em 
testiculo humano. (C) Uma reconstrugao tridimensional de uma regiao do RE liso e RE rugoso em uma celula de figado. 0 RE rugoso 
forma pilhas orientadas de cisternas achatadas, cada uma possuindo um espago luminal de 20 a 30 nm. A membrana do RE liso 
esta conectada a estas cisternas e forma uma fina rede de tubulos de 30 a 60 nm de diametro. 0 lumen do RE e de cor verde. (D) 
Uma reconstrugao tomografica de uma porgao da rede do RE em uma celula de levedura. Ribossomos ligados a membrana {peque¬ 
nas esferas pretas) sao vistos tanto nas folhas achatadas quanto nas regioes tubulares de diametro irregular, demonstrando que os 
ribossomos se ligam a membranas do RE de diferentes curvaturas nessas celulas. (A, cortesia de Lelio Orci; B, cortesia de Daniel S. 
Friend; C, de R.V. Krstic, Ultrastructure of the Mammalian Cell. New York: Springer-Verlag, 1979; D, de M. West et al., J. Cell Biol. 
193:333-346, 2011. Com permissao de Rockefeller University Press.) 


pitulo 15. Uma bomba de Ca 2+ transporta Ca 2+ do citosol para o lumen do RE. O arma- 
zenamento de Ca 2+ no lumen do RE e facilitado pelas altas concentragoes de protemas 
que se ligam a Ca 2+ la existentes. Em alguns tipos celulares, e talvez na maioria, regioes 
especificas do RE sao especializadas no armazenamento de Ca 2+ . As celulas musculares 
possuem um abundante RE liso modificado, denominado reticulo sarcoplasmatico. A li- 
beragao e a recaptagao de Ca 2+ pelo reticulo sarcoplasmatico disparam, respectivamente, 
a contragao e o relaxamento das miofibrilas, durante cada ciclo de contragao muscular 
(discutido no Capitulo 16). 

Para estudar as fungoes e a bioquimica do RE, e necessario isolar sua membrana. 
Isso pode parecer uma tarefa inexequivel, porque o RE e entremeado de forma intrin- 
cada com outros componentes do citosol. Felizmente, quando os tecidos ou as celulas 
sao rompidos por homogeneizagao, o RE se quebra em fragmentos e recompoe-se na 
forma de muitas pequenas vesiculas (cerca de 100 a 200 nm de diametro) denominadas 
microssomos. Os microssomos sao relativamente faceis de purificar. Para os bioquimi- 
cos, os microssomos representam pequenas versoes autenticas do RE, ainda capazes de 
translocagao de protemas, glicosilagao proteica (discutido adiante), captagao e liberagao 
de Ca 2+ , bem como smtese de lipideos. Os microssomos derivados do RE rugoso sao cri- 
vados de ribossomos e denominados microssomos rugosos. Os ribossomos sao sempre 
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Figura 12-34 Isolamento dos micros- 
somos rugosos e lisos do RE. (A) Uma 

micrografia eletronica de secgao fina de 
uma fragao purificada do RE rugoso revela 
abundancia de vesfculas contendo ribosso- 
mos. (B) Quando sedimentados por meio 
de urn gradiente de sacarose, os dois tipos 
de microssomos separam-se urn do outro, 
de acordo com suas diferentes densidades. 
Note que a fragao lisa tambem ira conter 
material nao derivado do RE. (A, cortesia 
de George Palade.) 



HI 




Centri¬ 

o o o 


fugagao 

o°°°o° 

°So 

ODD 


(B) 


Tubo com gradiente de 
concentragao de sacarose crescente 
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baixa densidade e 
param de sedimentar 
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Os microssomos rugosos 
tern alta densidade e 
param de sedimentar 
flutuando em altas 
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encontrados na superficie externa, de tal forma que o interior do microssomo e bioqui- 
micamente equivalente ao lumen do RE (Figura 12-34A). 

Muitas vesiculas de tamanho similar ao dos microssomos rugosos, porem des- 
providas de ribossomos aderidos, tambem sao encontradas nesses homogenados. Tais 
microssomos lisos sao derivados, em parte, de porgoes lisas do RE e, em parte, de frag- 
mentos vesiculados da membrana plasmatica, do aparelho de Golgi, dos endossomos e 
das mitocondrias (a proporgao dependendo do tecido). Entao, enquanto microssomos 
rugosos sao claramente derivados de porgoes do RE rugoso, nao e facil separar micros¬ 
somos lisos derivados de organelas diferentes. Os microssomos preparados de celulas do 
figado ou de celulas do musculo sao uma excegao. Devido as grandes quantidades pouco 
comuns de RE liso ou reticulo sarcoplasmatico, respectivamente, muitos dos microsso¬ 
mos lisos nos homogenados desses tecidos sao derivados do RE liso ou do reticulo sarco¬ 
plasmatico. Os ribossomos aderidos a membrana tornam os microssomos rugosos mais 
densos do que os microssomos lisos. Como resultado, os microssomos lisos e rugosos 
podem ser separados uns dos outros por centrifugagao de equilfbrio (Figura 12-34B). Os 
microssomos tern sido inestimaveis na elucidagao de aspectos moleculares da fungao do 
RE, como discutiremos a seguir. 

As sequencias-sinal foram descobertas primeiro em proteinas 
importadas para o RE rugoso 

O RE captura proteinas selecionadas do citosol assim que elas sao sintetizadas. Essas 
proteinas sao de dois tipos: proteinas transmembrana, que sao apenas parcialmente 
translocadas atraves da membrana do RE e tornam-se “embutidas” na membrana, e 
proteinas soluveis em agua, que sao totalmente translocadas atraves da membrana do RE 
e liberadas no lumen do RE. Algumas das proteinas transmembrana funcionam no RE, 
mas muitas sao destinadas a membrana plasmatica ou a membrana de outra organela. 
As proteinas soluveis em agua sao destinadas tanto a secregao quanto a residencia no 
lumen do RE ou de outra organela. Todas essas proteinas, apesar do seu subsequente 
destino, sao dirigidas para a membrana do RE por uma sequencia-sinal do RE, a qual 
inicia a sua translocagao por um mecanismo comum. 

As sequencias-sinal (e a estrategia de sequencia-sinal para enderegamento de 
proteinas) foram descobertas no imcio dos anos de 1970 em proteinas secretadas trans¬ 
locadas atraves da membrana do RE como um primeiro passo de sua liberagao final da 
celula. No experimento-chave, o mRNA codificando a protema secretada foi traduzido 
por ribossomos in vitro. Quando os microssomos foram omitidos desse sistema livre de 
celulas, a protema sintetizada foi levemente maior do que a protema normal secreta¬ 
da. Na presenga de microssomos derivados do RE rugoso, todavia, foi produzida uma 
protema de tamanho correto. De acordo com a hipotese do sinal, a diferenga no tamanho 
reflete a presenga inicial de uma sequencia-sinal que direciona a protema secretada a 
membrana do RE e e, entao, clivada por uma peptidase-sinal na membrana do RE antes 
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Figura 12-35 A hipotese do sinal. 

Uma visao simplificada do transporte de 
protefnas atraves da membrana do RE, 
como proposto originalmente. Quando a 
sequencia-sinal do RE emerge dos ribosso- 
mos, ela direciona os ribossomos para urn 
translocador na membrana do RE, que for¬ 
ma urn poro na membrana atraves do qual 
o polipeptfdeo e translocado. A sequencia- 
-sinal e retirada durante a tradugao por 
uma peptidase-sinal, e a protefna madura 
e liberada para o lumen do RE imediata- 
mente apos ser sintetizada. 0 translocador 
permanece fechado ate que o ribossomo 
tenha se ligado, mantendo a barreira de 
permeabilidade da membrana do RE em 
todos os momentos. 


que a cadeia polipeptidica tenha sido completada (Figura 12-35). Os sistemas livres de 
celulas, nos quais as protemas sao importadas para os microssomos, oferecem procedi- 
mentos de analise eficazes para identificagao, purificagao e estudo de varios componen- 
tes da maquinaria molecular responsavel pelos processos de importagao do RE. 

Uma partfcula de reconhecimento de sinal (SRP) direciona a 
sequencia-sinal do RE para um receptor especifico na membrana 
do RE rugoso 

A sequencia-sinal do RE e guiada a membrana do RE por, pelo menos, dois componen- 
tes: uma particula de reconhecimento de sinal (SRP, signal-recognition particle), que 
circula entre a membrana do RE e o citosol e liga-se a sequencia-sinal, e um receptor 
SRP na membrana do RE. A SRP e um grande complexo; nas celulas animais ela consis- 
te em seis diferentes cadeias polipeptidicas ligadas a uma unica pequena molecula de 
RNA. Enquanto a SRP e seu receptor possuem poucas subunidades em bacterias, homo¬ 
logos estao presentes em todas as celulas, indicando que esse mecanismo de protema- 
-alvo surgiu cedo na evolugao e tern sido conservado. 

As sequencias-sinal do RE variam na sequencia de aminoacidos, mas cada uma 
possui oito ou mais aminoacidos apolares no seu centra (ver Tabela 12-3, p. 648). Como 
a SRP pode ligar-se especificamente a tantas sequencias diferentes? A resposta veio da 
estrutura cristalina da protema SRP, a qual mostra que o sitio de ligagao da sequencia- 
-sinal e uma grande cavidade hidrofobica coberta por metioninas. Devido ao fato de as 
metioninas possuirem cadeias laterais flexiveis nao ramificadas, a cavidade e suficiente- 
mente plastica para acomodar sequencias-sinal hidrofobicas de diferentes sequencias, 
tamanhos e formas. 

A SRP e uma estrutura do tipo haste, que envolve a subunidade ribossomica maior 
com uma ponta ligando a sequencia-sinal do RE a medida que emerge do ribossomo 
como parte da cadeia polipeptidica recem-produzida; a outra ponta bloqueia o sitio de 
ligagao do fator de elongamento na interface entre as subunidades grande e pequena 
do ribossomo (Figura 12-36). Esse evento provoca uma pausa na sintese proteica tao 
logo o peptideo-sinal tenha emergido do ribossomo. A pausa transitoria provavelmente 
da tempo suficiente ao ribossomo para ligar-se a membrana do RE antes de comple- 
tar a sintese da cadeia polipeptidica, garantindo, desse modo, que a protema nao seja 
liberada no citosol. Esse dispositivo de seguranga pode ter importancia especial para 
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Figura 12-36 Partfcula de reconhecimento de sinal (SRP). (A) A SRP de mamiferos e um complexo 
ribonucleoproteico do tipo haste contendo seis subunidades proteicas ( marrom ) e uma molecula de RNA 
(< azul ). 0 RNA da SRP forma uma cadeia principal que acopla o dominio proteico, contendo o bolsao de 
ligagao a sequencia-sinal ao dominio responsavel pela pausa de tradugao. As estruturas cristalinas de 
diversas partes de SRPs de especies diferentes sao montadas aqui em um modelo composto para se apro- 
ximar da estrutura de uma SRP completa. (B) 0 esbogo tridimensional da SRP ligado a um ribossomo foi 
determinado por microscopia crioeletronica. A SRP liga-se a subunidade maior do ribossomo, de modo que 
sua sequencia-sinal de ligagao esta posicionada perto do sftio de safda da cadeia polipeptidica crescente 
e seu dominio de pausa traducional esta posicionado na interface entre as subunidades ribossomicas, 
onde interfere na ligagao do fator de alongamento. (C) Quando a sequencia-sinal surge do ribossomo e 
se liga na SRP, uma modificagao conformacional na SRP expoe um sftio de ligagao para o receptor de SRP. 
(B, adaptada de M. Halic et al., Nature 427:808-814, 2004. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 12-37 Como a sequencia-sinal 
do RE e a SRP direcionam os ribosso- 
mos a membrana do RE. A SRP e seu 

receptor agem em conjunto. A SRP liga-se 
a sequencia-sinal do RE exposta e ao ribos¬ 
somo, induzindo, portanto, uma pausa na 
tradugao. 0 receptor SRP na membrana do 
RE, que, nas celulas animais, e composto 
de duas cadeias polipeptfdicas diferentes, 
liga-se ao complexo SRP-ribossomo e di- 
reciona-o ao translocador. Em uma reagao 
pouco conhecida, a SRP e seu receptor sao 
entao liberados, deixando o ribossomo 
ligado ao translocador na membrana do 
RE. 0 translocador insere a cadeia polipep¬ 
tidica na membrana e a transfere atraves 
da bicamada lipfdica. Uma vez que uma 
das protefnas SRP e ambas as cadeias do 
receptor SRP contem domfnios de ligagao 
a GTP, supoe-se que as mudangas confor- 
macionais que ocorrem durante os ciclos 
de ligagao e hidrolise do GTP (discutido no 
Capftulo 15) garantam que a liberagao de 
SRP ocorra somente apos o ribossomo es- 
tar adequadamente associado ao translo¬ 
cador na membrana do RE. 0 translocador 
permanece fechado ate que o ribossomo 
tenha se ligado, mantendo a barreira de 
permeabilidade da membrana do RE em 
todos os momentos. 


hidrolases secretadas e lisossomicas que poderiam causar danos ao citosol; entretanto 
as celulas que secretam grandes quantidades de hidrolases tomam a precaugao extra de 
possuir altas concentragoes de inibidores de hidrolases no seu citosol. A pausa tambem 
assegura que grandes porgoes de proteina, que poderiam enovelar-se em uma estrutura 
compacta, nao sejam originadas antes de chegarem ao translocador na membrana do 
RE. Entao, ao contrario da importagao pos-traducional de proteinas em mitocondrias 
e cloroplastos, proteinas chaperonas nao sao necessarias para capturar proteinas nao 
enoveladas. 

Quando uma sequencia-sinal se liga, a SRP expoe um sftio de ligagao para o recep¬ 
tor SRP (ver Figura 12-36B, C), que e um complexo proteico transmembrana na mem¬ 
brana do RE rugoso. A ligagao de SRP ao seu receptor traz o complexo ribossomo-SRP 
a um translocador proteico nao ocupado na mesma membrana. A SRP e o receptor SRP 
sao entao liberados, e o translocador transfere a cadeia polipeptidica crescente atraves 
da membrana (Figura 12-37). 
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Esse processo de transference cotraducional cria duas populagoes espacialmente 
separadas de ribossomos no citosol. Os ribossomos ligados a membrana, ligados ao 
lado citosolico da membrana do RE, estao empenhados na smtese de protemas que es¬ 
tao sendo simultaneamente translocadas para o RE. Os ribossomos livres, nao ligados 
a membranas, sintetizam todas as outras protemas codificadas pelo genoma nuclear. Os 
ribossomos ligados a membrana e os livres sao estrutural e funcionalmente identicos. 
Eles diferem apenas quanto as protemas que estao sendo produzidas por eles em um 
dado momento. 

Uma vez que muitos ribossomos podem se ligar a uma unica molecula de mRNA, 
um polirribossomo costuma ser formado. Se o mRNA codifica uma protema com uma 
sequencia-sinal, o polirribossomo torna-se anexado a membrana do RE, dirigindo-a pe- 
las sequencias-sinal em multiplas cadeias polipeptidicas crescentes. Ribossomos indivi¬ 
duals associados a tais moleculas de mRNA podem retornar ao citosol quando acabam 
a tradugao e misturam-se com a populagao de ribossomos livres. O mRNA, no entanto, 
permanece ligado a membrana do RE por uma troca de populates ribossomicas, cada 
um mantido transitoriamente na membrana por translocadores (Figura 12-38). 

A cadeia polipeptidica atravessa um canal aquoso no 
translocador 

Debateu-se longamente se as cadeias polipeptidicas sao transferidas atraves da mem¬ 
brana do RE em contato direto com a bicamada lipidica, ou atraves de um canal em uma 
protema translocadora. O debate se encerrou com a identificagao da protema transpor- 
tadora, que se mostrou capaz de formar um canal preenchido por agua na membrana, 
pelo qual a cadeia polipeptidica cruza a membrana. O centro do translocador, deno- 


O mRNA codificando uma protema 
citosolica permanece livre no citosol 
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Figura 12-38 Polirribossomos livres e ligados a membrana. (A) Uma populagao comum de ribossomos sintetiza protefnas que permanecem no citosol e 
aquelas que sao transportadas para o RE. A sequencia-sinal do RE em uma cadeia polipeptidica recem-formada liga-se a SRP, que direciona ribossomos que 
iniciaram a tradugao a membrana do RE. A molecula de mRNA se mantem permanentemente ligada ao RE como parte de um polirribossomo, enquanto os 
ribossomos que se movimentam ao longo do polirribossomo sao reciclados; no fim de cada ciclo de sfntese proteica, as subunidades ribossomicas sao liberadas 
e reunidas na populagao comum no citosol. (B) Uma fina secgao em micrografia eletronica de polirribossomos ligados a membrana do RE. 0 piano da secgao em 
alguns pontos corta o RE rugoso paralelamente a membrana, criando um padrao de roseta dos polirribossomos. (B, cortesia de George Palade.) 
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Figura 12-39 Estrutura do complexo Sec61. (A) Uma visao lateral ( esquerda ) e uma visao de cima ( direita , a 
partir do citosol) da estrutura do complexo Sec61 da arqueia Methanococcus jannaschii. A subunidade a de Sec61 
tern uma estrutura invertida repetida (ver Figura 11-10) e e mostrada em azul e marrom para indicar sua pseudos- 
simetria; as duas pequenas subunidades (3 e 7 sao mostradas em cinza. Na vista lateral, algumas helices da frente 
foram omitidas para deixar 0 interior do poro visfvel. A pequena helice amarela parece formar urn plugue que 
tampa 0 poro quando 0 transportador esta fechado. Para abri-lo, 0 complexo rearranja-se para deslocar 0 plugue, 
como indicado pela seta vermelha. Acredita-se que urn anel de aminoacidos hidrofobicos da cadeia lateral forme 
urn estreito diafragma em torno da translocagao da cadeia polipeptidica para evitar escapes de outras moleculas 
atraves da membrana. 0 poro do complexo Sec61 tambem pode abrir para 0 lado da fresta lateral. (B) Modelos 
de estados abertos e fechados do translocador sao mostrados no topo, ilustrando como a sequencia-sinal (ou urn 
segmento transmembrana) poderia ser liberado na bicamada lipidica, apos a abertura da fenda. (Codigos PDB: 

1RH5 e 1RHZ.) 


minado complexo Sec61 ; consiste em tres subunidades que sao altamente conserva- 
das desde bacterias ate celulas eucarioticas. A estrutura do complexo Sec61 sugere que 
a-helices da subunidade maior cercam um canal central atraves do qual uma cadeia po¬ 
lipeptidica atravessa a membrana (Figura 12-39). O canal e bloqueado por uma a-helice 
pequena que parece manter o translocador fechado quando esta inerte e se move para 
o lado quando esta ocupado passando uma cadeia polipeptidica. Por essa razao, o poro 
e um canal dinamico que se abre apenas brevemente quando uma cadeia polipeptidica 
atravessa a membrana. Em um translocador inerte, e importante manter o canal fecha¬ 
do, desse modo permanecendo a membrana impermeavel a 10 ns, como Ca 2+ , que, por 
outro lado, poderiam escapar do RE. Quando uma cadeia polipeptidica esta se translo- 
cando, um anel de aminoacidos hidrofobicos da cadeia lateral fornece um lacre flexivel 
para evitar perda de 10 ns. 

A estrutura do complexo Sec61 sugere que o poro tambem possa abrir uma fenda 
do seu lado. De fato, algumas estruturas do translocador mostraram-se bloqueadas na 
conformagao da linha de jungao aberta. Essa abertura permite a translocagao por um 
acesso lateral a cadeia polipeptidica ao centro hidrofobico da membrana, um processo 
que e importante tanto para a liberagao do peptideo-sinal clivado da membrana (ver 
Figura 12-35) quanto para a integragao de protemas na bicamada, como discutiremos a 
seguir. 

Em celulas eucarioticas, quatro complexos Sec61 formam um grande conjun- 
to de translocadores que podem ser visualizados nos ribossomos ligados ao RE apos a 
solubilizagao da membrana do RE com detergente (Figura 12-40). E provavel que esse 
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Figura 12-40 Um ribossomo (verde) ligado a um translocador proteico do RE 
(azul). (A) Reconstrugao da vista lateral do complexo a partir de imagens de microscopia 
eletronica. (B) Uma visao do translocador observada do lumen do RE. 0 translocador 
contem Sec61, protefnas acessorias e o detergente usado na preparagao. Domfnios de 
protefnas acessorias se estendem atraves da membrana e formam uma saliencia. (C) Uma 
representagao esquematica de um ribossomo aderido a membrana, ligado ao translo¬ 
cador, indicando a localizagao do tunel na subunidade ribossomica maior, pelo qual a 
cadeia polipeptfdica crescente sai do ribossomo. 0 mRNA (nao mostrado) poderia estar 
localizado entre as subunidades pequena e grande do ribossomo. (Adaptada de J.F. Me- 
netret et al., J. Mol. Biol. 348:445-457, 2005. Com permissao de Academic Press.) 

conjunto inclua outros complexos de membrana que se associam com o translocador, 
como enzimas que modificam a cadeia polipeptfdica crescente, incluindo a transferase 
de oligossacarfdeos e a peptidase-sinal. O conjunto de um translocador com esses com- 
ponentes acessorios e chamado de translocon. 

A translocagao atraves da membrana do RE nem sempre 
necessita do alongamento da cadeia polipeptfdica em andamento 

Como vimos, a translocagao de protefnas para as mitocondrias, os cloroplastos e os pe- 
roxissomos ocorre de modo pos-traducional depois que a protema foi sintetizada e libe- 
rada no citosol, enquanto a translocagao atraves da membrana do RE em geral ocorre 
durante a tradugao (cotraducionalmente). Esse fato explica por que os ribossomos sao 
ligados ao RE, mas nao sao ligados a outras organelas. 

Algumas protefnas, no entanto, sao importadas para o RE depois de completada 
sua sfntese, demonstrando que o transporte nem sempre requer tradugao em anda¬ 
mento. A translocagao pos-traducional de protefnas e especialmente comum atraves da 
membrana do RE em celulas de levedura e atraves da membrana plasmatica bacteriana 
(a qual se acredita ser evolutivamente relacionada ao RE). Para atuar na translocagao 
pos-traducional, o translocador do RE necessita de protefnas acessorias que coloquem 
a cadeia polipeptfdica no poro e sustentem o transporte (Figura 12-41). Em bacterias, 
uma protema motriz de translocagao, a ATPase SecA, liga-se ao lado citosolico do trans¬ 
locador, onde desencadeia mudangas conformacionais cfclicas sustentadas por hidroli- 
se de ATP. Cada vez que um ATP e hidrolisado, uma porgao da protema SecA insere-se no 
poro do translocador, impelindo um curto segmento da protema transportada com ela. 
Como resultado desse mecanismo de catraca, a ATPase SecA empurra a cadeia polipep¬ 
tfdica da protema transportada atraves da membrana. 

As celulas eucarioticas utilizam um conjunto diferente de protefnas acessorias 
que se associam ao complexo Sec61. Essas protefnas atravessam a membrana do RE 
e usam um pequeno domfnio localizado no lado do lumen da membrana do RE para 
depositar uma protema chaperona do tipo hsp70 (denominada BiP, de binding protein) 
na cadeia polipeptfdica, a medida que esta emerge do poro para o lumen do RE. Ciclos 
ATP-dependentes de ligagao e liberagao de BiP dirigem a translocagao unidirecional, 
como ja descrito para protefnas hsp70 mitocondriais que puxam protefnas atraves de 
membranas mitocondriais. 

As protefnas que sao transportadas para o RE por um mecanismo pos-traducional 
sao primeiramente liberadas no citosol, onde se ligam a protefnas chaperonas, evitando 
o seu enovelamento por ligagao, como discutido antes para as protefnas cujo destino sao 
as mitocondrias e os cloroplastos. 




Subunidade 
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Em protefnas transmembrana de passagem unica, somente uma 
sequencia-sinal interna do RE permanece na bicamada lipfdica 
como uma a-helice que atravessa a membrana 

A sequencia-sinal RE da cadeia polipeptfdica crescente parece disparar a abertura do 
poro na protema translocadora Sec61: depois que a sequencia-sinal e liberada da SRP 
e a cadeia crescente tenha alcangado um tamanho suficiente, a sequencia-sinal liga-se 
a um sftio especffico dentro do poro, abrindo dessa maneira o poro. Uma sequencia- 
-sinal do RE e portanto reconhecida duas vezes: primeiro por uma SRP no citosol e 
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Figura 12-41 Tres maneiras pelas quais a translocagao de protemas pode ser dirigida atraves de translocadores estruturalmente 
semelhantes. (A) Translocagao cotraducional. 0 ribossomo e conduzido a membrana pela SRP e pelo receptor SRP e entao estabelece uma forte 
associagao com a proteina translocadora Sec61. A cadeia polipeptidica crescente e conduzida atraves da membrana assim que e sintetizada. Nao e 
necessario energia adicional, uma vez que o unico caminho disponfvel para a cadeia crescente e cruzar a membrana. (B) A translocagao pos-tradu- 
cional em celulas eucarioticas necessita de urn complexo adicional, composto das protefnas Sec62, Sec63, Sec71 e Sec72, que sao ligadas ao trans- 
locador Sec61 e depositam moleculas BiP na cadeia translocada assim que ela surge do translocador no lumen do RE. Os ciclos de ligagao de BiP 
e de liberagao movidos por ATP puxam a proteina para o lumen, urn mecanismo que se assemelha ao modelo de catraca termica para importagao 
mitocondrial na Figura 12-23. (C) Translocagao pos-traducional em bacterias. A cadeia polipeptidica completa e dirigida do lado citosolico para o 
homologo bacteriano do complexo Sec61 (chamado complexo SecY na bacteria) na membrana plasmatica pela ATPase SecA. As mudangas confor- 
macionais possibilitadas pela hidrolise de ATP sao responsaveis pelo movimento tipo pistao na SecA, cada ciclo impelindo cerca de 20 aminoacidos 
da cadeia proteica pelo poro do translocador. A via Sec usada para transporte de protefnas atraves da membrana tilacoide em cloroplastos utiliza 
urn mecanismo semelhante (ver Figura 12-26B). 

Enquanto o translocador Sec61, SRP e receptor de SRP sao encontrados em todos os organismos, SecA e encontrado exclusivamente em 
bacterias, e o complexo Sec62, 63, 71 e 72 e encontrado exclusivamente em celulas eucarioticas. (Adaptada de P. Walter e A.E. Johnson, Annu. Rev. 
Cell Biol. 10:87-119, 1994. Com permissao de Annual Reviews.) 


entao por um sitio de ligagao no poro da proteina translocadora, onde serve como um 
sinal de imcio de transference (ou peptideo de inicio de transference) que abre o 
poro (p. ex., ver na Figura 12-35 como funciona para uma proteina soluvel). O reconhe- 
cimento duplo pode auxiliar assegurando que apenas protemas apropriadas entrem 
no lumen do RE. 

Enquanto ligada no poro de translocagao, a sequencia-sinal esta em contato nao 
apenas com o complexo Sec61, que forma as paredes do poro, mas tambem ao longo 
da linha de jungao lateral com o centra hidrofobico da bicamada lipidica. Isso foi mos- 
trado em experimentos de ligagao quimica, nos quais a sequencia-sinal e cadeias de 
hidrocarbonetos de lipideos foram covalentemente unidas. Quando a cadeia polipep¬ 
tidica nascente tiver crescido o suficiente, a peptidase-sinal do RE cliva a sequencia- 
-sinal e a libera do poro na membrana, onde e rapidamente degradada a aminoacidos 
por outras proteases na membrana do RE. Para liberar a sequencia-sinal na membra¬ 
na, o translocador abre lateralmente ao longo da jungao (ver Figuras 12-35 e 12-39). O 
translocador pode entao tomar duas diregoes: abrir-se para formar um poro atraves 
da membrana a fim de deixar porgoes hidrofilicas de protemas na bicamada lipidi¬ 
ca, e abrir-se lateralmente dentro da membrana para deixar porgoes hidrofobicas de 
protemas na bicamada lipidica. A saida lateral do poro e um passo essencial durante a 
integragao de protemas transmembrana. 

A integragao de protemas de membrana exige que algumas partes da cadeia poli¬ 
peptidica sejam transportadas atraves da bicamada lipidica, enquanto outras nao. Ape- 
sar dessa complexidade adicional, todos os modos de insergao de protemas de membra¬ 
na podem ser considerados como simples variantes da sequencia de eventos descrita 
antes para transferir uma proteina soluvel no lumen do RE. Comegaremos descrevendo 
as tres maneiras pelas quais as protemas transmembrana de passagem unica (ver Fi¬ 
gura 10-17) sao inseridas na membrana do RE. 
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Figura 12-42 Como uma protefna 
transmembrana de passagem unica, 
com a sequencia-sinal do RE clivada, e 
integrada na membrana do RE. Nessa 
protefna, o processo de translocagao co- 
traducional e iniciado pela sequencia-sinal 
N-terminal do RE ( vermelho) que funciona 
como um sinal de infcio de transference, 
abrindo o translocador como na Figura 
12-35. Alem dessa sequencia de infcio de 
transference, contudo, a protefna tam- 
bem contem uma sequencia de parada 
de transference (laranja): quando essa 
sequencia entra no translocador e interage 
com o sftio de ligagao dentro do poro, o 
translocador abre na fenda e descarrega 
a protefna lateralmente na bicamada 
lipfdica, onde a sequencia de parada de 
transference permanece para ancorara 
protefna na membrana. (Nesta figura e nas 
duas figuras que seguem, os ribossomos 
foram omitidos para maior clareza.) 


No caso mais simples, uma sequencia-sinal N-terminal inicia a translocagao, como 
para uma protefna soluvel, mas um segmento hidrofobico adicional na cadeia polipeptf- 
dica interrompe o processo de transference antes que a cadeia inteira seja transportada. 
Esse sinal de parada da transference ancora a protefna na membrana depois que a 
sequencia-sinal do RE (o sinal de infcio da transference) tenha sido clivada e liberada 
do translocador (Figura 12-42). A sequencia de parada da transference e transferida 
para a bicamada pelo mecanismo de controle lateral, onde permanece como um unico 
segmento a-helice atravessando a membrana, com a regiao N-terminal da protefna no 
lado do lumen da membrana e a regiao C-terminal no lado citosolico. 

Nos outros dois casos, a sequencia-sinal e interna, em vez de ser na extremidade 
N-terminal da protefna. Como uma sequencia-sinal N-terminal do RE, a SRP liga-se a 
uma sequencia-sinal interna mediante reconhecimento hidrofobico de caracterfsticas 
da a-helice. A SRP leva o ribossomo que esta sintetizando a protefna para a membrana 
do RE, e a sequencia-sinal do RE serve entao como um sinal de infcio da transference 
que inicia a translocagao da protefna. Apos a liberagao do translocador, a sequencia in¬ 
terna de infcio da transference permanece na bicamada lipfdica como uma a-helice que 
atravessa a membrana uma unica vez. 

As sequencias internas de infcio da transference podem ligar-se ao aparato de 
transporte em uma de duas orientagoes; por sua vez, essa orientagao da sequencia de 
infcio de transference determina qual segmento da protefna (aquele que precede ou o 
que segue a sequencia de infcio da transference) e movido atraves da membrana para o 
lumen do RE. Em um caso, a protefna de membrana resultante tern sua regiao C-termi¬ 
nal no lado do lumen (via A na Figura 12-43), enquanto, no outro, a regiao N-terminal 
esta situada no lado do lumen (via B na Figura 12-43). A orientagao da sequencia de 
infcio da transference depende da distribuigao dos aminoacidos carregados adjacentes, 
como descrito na legenda da figura. 

As combinagoes de sinais de inicio e de parada da transference 
determinam a topologia das protefnas transmembrana de 
passagem multipla 

Nas protefnas transmembrana de passagem multipla, a cadeia polipeptfdica passa 
para frente e para tras repetidamente ao longo da bicamada lipfdica como uma a-he¬ 
lice hidrofobica (ver Figura 10-17). Acredita-se que uma sequencia-sinal interna sirva 
como um sinal de infcio de transference nessas protefnas para iniciar a translocagao, 





680 PARTE IV Organizagao interna da celula 


Figura 12-43 Integragao de uma 
protema de membrana de passagem 
unica com uma sequencia-sinal interna 
na membrana do RE. Uma sequencia- 
-sinal do RE interna que atua como um 
sinal de infcio da transference pode ligar- 
-se ao translocador em uma das duas vias, 
levando a uma protefna de membrana 
que possui tanto seu C-terminal (via A) 
quanto seu N-terminal (via B) no lumen do 
RE. Proteinas sao direcionadas as duas vias 
pelas caracterfsticas na cadeia polipeptf- 
dica que flanqueia a sequencia interna de 
infcio da transference: se existirem mais 
aminoacidos carregados positivamente 
logo antes do nucleo hidrofobico da 
sequencia de infcio da transference do 
que apos essa regiao, a protefna de mem¬ 
brana sera inserida no translocador na 
orientagao mostrada na via A; enquanto, 
se existirem mais aminoacidos carregados 
positivamente imediatamente apos o nu¬ 
cleo hidrofobico da sequencia de infcio da 
transference do que antes dessa regiao, 
a protefna de membrana sera inserida no 
translocador na orientagao mostrada na 
via B. Devido ao fato de o transporte nao 
poder iniciar antes que uma sequencia de 
infcio da transference aparega na superff- 
cie do ribossomo, o transporte da porgao 
N-terminal da protefna mostrada em (B) 
somente podera ocorrer apos ela ter sido 
completamente sintetizada. 

Note que existem duas formas para 
inserir uma protefna transmembrana de 
passagem unica cuja regiao N-terminal 
esteja localizada no lumen do RE: aquela 
mostrada na Figura 12-42 e esta mostrada 
aqui em (B). 


CITOSOL 


LUMEN 
DO RE 


Protefna transmembrana madura de 
passagem unica na membrana do RE 



CITOSOL 


Protefna transmembrana madura de 
passagem unica na membrana do RE 


que continua ate o translocador encontrar uma sequencia de parada da transferencia; 
em proteinas transmembrana de duas passagens, por exemplo, o polipeptideo pode, em 
seguida, ser liberado na bicamada (Figura 12-44). Em proteinas de passagem miiltipla 
mais complexas, nas quais muitas a-helices hidrofobicas atravessam a bicamada, uma 
segunda sequencia de inicio da transferencia reinicia a translocagao mais adiante na ca¬ 
deia polipeptidica, ate a proxima sequencia de parada do transporte induzir a liberagao 
do polipeptideo, e assim por diante, para posteriores sequencias de inicio e de parada da 
transferencia (Figura 12-45 e Animagao 12.5). 

Sequencias-sinal hidrofobicas de inicio e de parada de transferencia agem para 
corrigir a topologia da protema na membrana, trancando-as como a-helices que atra¬ 
vessam membrana; e elas podem faze-lo em qualquer orientagao. Sabe-se que uma 
dada sequencia-sinal hidrofobica atuara como uma sequencia de inicio ou de parada 
da transferencia, dependendo da sua localizagao na cadeia polipeptidica, uma vez que 
sua fungao pode ser trocada pela mudanga da sua localizagao na protema, utilizando 
tecnicas de DNA recombinante. Assim, a distingao entre sequencias de inicio e de pa¬ 
rada da transferencia resulta, principalmente, da sua ordem relativa na cadeia polipep¬ 
tidica crescente. Parece que a SRP inicia procurando por segmentos hidrofobicos na 
regiao N-terminal de uma cadeia polipeptidica desenovelada e prossegue em diregao 
a regiao C-terminal, na diregao em que a protema e sintetizada. Reconhecendo o primei- 
ro segmento hidrofobico apropriado para emergir do ribossomo, a SRP ajusta a "matriz 
de leitura”: se a translocagao e iniciada, o proximo segmento hidrofobico apropriado e 
reconhecido como uma sequencia de parada da transferencia, induzindo a regiao inter¬ 
mediary da cadeia polipeptidica a passar pela membrana. Um processo de varredura 
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Figura 12-44 Integragao de uma 
proteina de membrana de dupla pas¬ 
sagem com uma sequencia-sinal inter¬ 
na na membrana do RE. Nessa proteina, 
uma sequencia-sinal interna do RE atua 
como um sinal de imcio da transferencia 
(como na Figura 12-43) e inicia a transfe¬ 
rencia da porgao C-terminal da proteina. 
No mesmo ponto, apos uma sequencia de 
parada da transferencia ter penetrado o 
translocador, este libera a sequencia late- 
ralmente na membrana. 


similar continua ate que todas as regioes hidrofobicas na proteina tenham sido inseridas 
na membrana como a-helices transmembrana. 

Uma vez que as protefnas de membrana sempre estao inseridas no lado citosolico 
do RE dessa maneira programada, todas as copias da mesma cadeia polipeptfdica terao a 
mesma orientagao na bicamada lipfdica. Esse mecanismo gera uma assimetria na mem¬ 
brana do RE, na qual os dommios proteicos expostos em um dos lados sao diferentes dos 
dommios expostos do outro. Essa assimetria e mantida durante os muitos eventos de 
brotamento e de fusao que transportam as protefnas sintetizadas no RE a outras mem- 
branas celulares (discutido no Capftulo 13). Assim, a maneira que uma proteina recem- 
-sintetizada e inserida na membrana do RE determina a orientagao da proteina em todas 
as outras membranas. 

Quando as protefnas sao extrafdas de uma membrana com detergente e, entao, 
reconstitufdas em vesfculas lipfdicas artificiais, costuma ocorrer uma mistura aleatoria 
de protefnas com orientagoes com o lado correto para fora e com o lado interno para 
fora. Assim, a assimetria proteica observada em membranas celulares parece nao ser 
uma propriedade inerente as protefnas, mas resulta somente do processo pelo qual as 
protefnas passam do citosol a membrana do RE. 
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Figura 12-45 Insergao da proteina de 
membrana de passagem multipla ro- 
dopsina na membrana do RE. 

As rodopsinas sao protefnas sensfveis a luz 
nos bastonetes fotorreceptores na retina 
dos mamfferos (discutido no Capftulo 15). 
(A) Um grafico de hidropatia (ver Figura 
10 -20) identifica sete pequenas regioes 
hidrofobicas na rodopsina. (B) A regiao 
hidrofobica mais proxima da regiao N- 
-terminal serve como uma sequencia de 
imcio da transferencia que induz a porgao 
anterior a regiao N-terminal da proteina 
a passar atraves da membrana do RE. As 
sequences hidrofobicas subsequentes fun- 
cionam alternadamente como sequences 
de infcio e de parada da transferencia. 

As setas verdes indicam as porgoes da 
proteina que sao inseridas no translocador. 
(C) A rodopsina integrada final tern sua 
regiao N-terminal localizada no lumen do 
RE e sua regiao C-terminal localizada no 
citosol. Os hexagonos azuis representam 
oligossacarfdeos ligados covalentemente. 
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Protefnas ancoradas pela cauda sao integradas na membrana do 
RE por um mecanismo especial 

Muitas protemas de membrana importantes sao ancoradas na membrana por uma 
a-helice hidrofobica transmembrana C-terminal. Essas protemas ancoradas pela cauda 
no RE incluem um grande numero de subunidades proteicas SNARE que dirigem o tra- 
fego vesicular (discutido no Capitulo 13). Quando tais protemas ancoradas pela cauda se 
inserem na membrana do RE a partir do citosol, apenas poucos aminoacidos que seguem 
a a-helice transmembrana na extremidade C-terminal sao translocados para o lumen do 
RE, enquanto a maior parte da protema permanece no citosol. Devido a posigao unica da 
a-helice transmembrana na sequencia proteica, a tradugao termina enquanto os aminoa¬ 
cidos da porgao C-terminal que irao formar a a-helice transmembrana ainda nao emergi- 
ram do tunel de saida do ribossomo. O reconhecimento de SRP nao e, portanto, possivel. 
Por muito tempo acreditou-se que essas protemas fossem liberadas do ribossomo e que a 
porgao C-terminal hidrofobica fosse espontaneamente incorporada na membrana do RE. 
Tal mecanismo nao poderia explicar, entretanto, por que as protemas da cauda, ancoradas 
no RE, se inserem na membrana do RE seletivamente e nao em todas as outras membranas 
da celula. Esta claro agora que uma maquinaria de direcionamento especializada esta en- 
volvida e que e abastecida pela hidrolise de ATP (Figura 12-46). Embora os componentes 
e detalhes difiram, esse mecanismo de direcionamento pos-traducional e conceitualmen- 
te semelhante ao do direcionamento de protemas dependente de SRP (ver Figura 12-37). 

Nem todas as protemas ancoradas com cauda sao inseridas no RE. Algumas pro¬ 
temas contem uma ancora de membrana C-terminal que possui uma informagao adi- 
cional de enderegamento que direciona a protema para mitocondrias ou peroxissomos. 
Ainda nao se sabe como essas protemas sao enderegadas. 


As cadeias polipeptidicas transportadas enovelam-se e sao 
montadas no lumen do RE rugoso 

Muitas das protemas no lumen do RE estao em transito, en route a outros destinos; ou¬ 
tras, contudo, residem la normalmente e estao presentes em altas concentragoes. Essas 
protemas residentes no RE contem um sinal de retengao no RE de quatro aminoacidos 
na sua regiao C-terminal que sao responsaveis pela retengao da protema no RE (ver Ta- 
bela 12-3, p. 648; discutido no Capitulo 13). Algumas dessas protemas atuam cataliti- 
camente para auxiliar as muitas protemas que sao transportadas para o lumen do RE a 
enovelar-se e montar-se corretamente. 

Uma importante protema residente no RE e a protema dissulfeto isomerase ( PDI ), 
que catalisa a oxidagao de grupos sulfidrila (SH) livres nas cistemas para formar ligagoes 
dissulfeto (S-S). Quase todas as cistemas nos dommios proteicos expostos no espago ex- 
tracelular ou no lumen das organelas em vias secretoras e endociticas sao ligadas por liga¬ 
goes dissulfeto. Ao contrario, as ligagoes dissulfeto sao raramente formadas em dommios 
expostos ao citosol, em fungao da existencia de um ambiente redutor no local. 


Figura 12-46 Mecanismo de insergao 
de protemas ancoradas pela cauda. 

Nessa via pos-traducional para a in- 
sergao de protefnas do RE ancoradas 
pela cauda, um complexo soluvel 
de pre-enderegamento captura a 
a-helice C-terminal hidrofobica depois que 
ela emerge do tunel de saida ribossomico 
e a carrega na ATPase Get3. 0 complexo 
resultante e direcionado para a membrana 
do RE pela interagao do receptor de Getl- 
-Get2, que funciona como uma maquina¬ 
ria de insergao de protefnas na membrana. 
Depois que Get3 hidrolisa o ATP ligado, a 
protefna ancorada pela cauda e liberada do 
receptor e inserida na membrana do RE. A 
liberagao de ADP e renovagao do ATP liga¬ 
do recicla Get3 de volta para o citosol. 
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Outra protema residente no RE e a protema chaperona BiP. Ja discutimos como a 
BiP atua para puxar protemas de modo pos-traducional para o RE por meio do transloca- 
dor do RE Sec61. Como outras chaperonas (discutidas no Capftulo 13), a BiP reconhece 
protemas enoveladas incorretamente, bem como subunidades proteicas que ainda nao 
se agregaram aos seus complexos oligomericos finais. Para isso, ela liga-se a sequencia 
de aminoacidos exposta, que estaria, de modo normal, oculta no interior das cadeias 
polipeptidicas corretamente enoveladas ou agregadas. Um exemplo de sitio de ligagao a 
BiP e uma faixa de aminoacidos hidrofflicos e hidrofobicos alternados que normalmen- 
te estariam embaixo de uma folha (3 com seu lado hidrofobico orientado na diregao do 
centro hidrofobico da protema enovelada. A BiP ligada impede a agregagao da protema 
e auxilia na manutengao da protema no RE (e, assim, fora do aparelho de Golgi e das eta- 
pas posteriores da via secretora). Como alguns outros membros da familia de protemas 
chaperonas hsp70, que se ligam a protemas nao dobradas e facilitam sua importagao 
para mitocondrias e cloroplastos, a BiP hidrolisa ATP para alternar entre estados de alta e 
baixa afinidade de ligagao, que lhe permitem segurar e soltar suas protemas de substrato 
em um ciclo dinamico. 

A maioria das protefnas sintetizadas no RE rugoso e glicosilada 
pela adigao de um oligossacarideo comum ligado ao N 

A adigao covalente de oligossacarideos as protemas e uma das principais fungoes bios- 
sinteticas do RE. Cerca de metade das protemas soluveis e ligadas a membrana que sao 
processadas no RE - incluindo aquelas destinadas ao transporte para o aparelho de Gol¬ 
gi, lisossomos, membrana plasmatica ou espago extracelular - sao glicoproteinas que 
sofrem modificagoes nesse caminho. Muitas protemas no citosol e nucleo sao tambem 
glicosiladas, mas nao com oligossacarideos; elas carregam uma modificagao com agucar 
muito mais simples, na qual um unico grupo AAacetilglicosamina e adicionado a uma 
serina ou treonina da protema. 

Durante a forma mais comum de glicosilagao da protema no RE, um oligossa¬ 
carideo precursor pre-formado (composto de AAacetilglicosamina, manose e glico¬ 
se e contendo um total de 14 agucares) e transferido em bloco para protemas. Esse 
oligossacarideo e transferido ao grupo NH 2 da cadeia lateral de um aminoacido aspa- 
ragina na protema, sendo, por isso, considerado ligado ao N ou ligado a asparagina 
(Figura 12-47A). A transference e catalisada por uma enzima ligada a membrana, 
uma oligossacaril transferase, que tern seu sitio ativo exposto no lado do lumen da 


Figura 12-47 Glicosilagao de protemas 
ligadas ao N no RE rugoso. (A) Quase 
tao logo a cadeia polipeptfdica penetre o 
lumen do RE, ela e glicosilada em residuos 
de asparagina-alvo. 0 oligossacarideo 
precursor (mostrado em cor) esta ligado 
apenas a asparaginas nas sequences 
Asn-X-Ser e Asn-X-Thr (onde X e qual- 
quer aminoacido exceto prolina). Essas 
sequences ocorrem em uma frequencia 
muito menor em glicoproteinas do que 
em protefnas citosolicas nao glicosiladas. 
Evidentemente essas sequences foram 
selecionadas durante a evolugao de 
protefnas, presumivelmente porque a 
glicosilagao em muitos sftios poderia in¬ 
terfere com o dobramento das protefnas. 
Os cinco agucares na caixa cinza formam 
a "regiao central" desse oligossacarideo. 
Para muitas glicoproteinas, somente 
os agucares centrais sobrevivem ao 
extenso processo de acabamento com 
oligossacarideos que ocorre no aparelho 
de Golgi. (B) 0 oligossacarideo precursor e 
transferido de um lipideo dolicol para uma 
aspargina como uma unidade intacta em 
uma reagao catalisada por uma enzima 
transmembrana oligossacaril transferase. 
Uma copia dessa enzima encontra-se 
associada a cada protefna translocadora 
na membrana do RE. (0 translocador nao 
e mostrado.) A oligossacaril transferase 
contem 13 a-helices transmembrana e 
um enorme domfnio luminal do RE que 
contem seus sftios de ligagao ao substrato. 
A asparagina liga-se ao tunel que penetra 
o interior da enzima. Ali, o grupo amino 
da asparagina e torcido para fora do piano 
que estabiliza as ligagoes amida pobre- 
mente reativas, ativando-o para a reagao 
com o oligossacarideo dolicol. A estrutura 
mostrada e de um homologo procarioto 
que se assemelha a subunidade catalftica 
da oligossacaril transferase de eucariotos. 
(Codigo PDB: 3RCE.) 
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membrana do RE; esse fato explica por que as proteinas citosolicas nao sao glico- 
siladas dessa forma. Uma molecula lipidica especial denominada dolicol abriga o 
oligossacarideo precursor na membrana do RE. O oligossacarideo precursor e trans- 
ferido para a asparagina-alvo em um unico passo enzimatico imediatamente de- 
pois de o aminoacido ter alcangado o lumen durante a translocagao da protema. O 
oligossacarideo precursor e ligado ao lipideo dolicol por uma ligagao pirofosfato de 
alta energia, que providencia a energia de ativagao para conduzir a reagao de glico- 
silagao (Figura 12-47B). Uma copia da oligossacaril transferase e associada a cada 
protema translocadora, permitindo a ela procurar e glicosilar as cadeias polipeptidi- 
cas que entram de maneira eficiente. 

O oligossacarideo precursor e construido agucar por agucar no lipideo dolicol li¬ 
gado a membrana e entao transferido para uma protema. Os agucares sao primeiro ati- 
vados no citosol pela formagao de um intermediario agucar-nucleotideo (UDP ou GDP), 
que, entao, doa seu agucar (direta ou indiretamente) ao lipideo em uma sequencia or- 
denada. Ao longo desse processo, o oligossacarideo ligado ao lipideo e movido do lado 
citosolico para o lado do lumen da membrana do RE (Figura 12-48). 

Toda a diversidade de estruturas de oligossacarideos ligados ao N em glicopro¬ 
temas maduras resulta da modificagao tardia do oligossacarideo precursor original. 
Enquanto ainda no RE, tres glicoses (ver Figura 12-47) e uma manose sao rapidamente 
removidas dos oligossacarideos da maioria das glicoprotemas. Retornaremos a impor¬ 
tance da retirada rapida de glicoses. Essa “poda” ou “processamento” do oligossacarideo 
continua no aparelho de Golgi, como discutido no Capitulo 13. 

Os oligossacarideos ligados ao N sao de longe os mais comuns encontrados em 
90% das glicoprotemas. Com menos frequencia, os oligossacarideos sao ligados ao grupo 
hidroxila na cadeia lateral dos aminoacidos serina, treonina ou hidroxilisina. Um primei¬ 
ro agucar desses oligossacarideos O-ligados e adicionado no RE e o oligossacarideo e, 
entao, mais estendido no aparelho de Golgi (ver Figura 13-32). 


Figura 12-48 Sintese do oligossa- 
carideo precursor ligado a lipideo na 
membrana do RE rugoso. 0 oligossa- 
carideo e montado agucar por agucar no 
carregador lipidico dolicol (um poli-isopre- 
noide; ver Painel 2-5, p. 98-99). 0 dolicol 
e longo e muito hidrofobico: suas 22 uni- 
dades de cinco carbonos podem atravessar 
mais de tres vezes a espessura de uma 
bicamada lipidica. Assim, o oligossacarideo 
aderido e firmemente ancorado na mem¬ 
brana. 0 primeiro agucar e ligado ao doli¬ 
col por uma ponte pirofosfato. Essa ponte 
de alta energia ativa o oligossacarideo 
para sua eventual transference do lipideo 
para uma cadeia lateral da asparagina 
de um polipeptideo crescente no lado 
do lumen do RE rugoso. Como indicado, 
a sintese do oligossacarideo inicia-se no 
lado citosolico da membrana do RE e 
continua na face do lumen apos o lipideo 
intermediario (Man) 5 (GlcNAc) 2 ser inverti- 
do atraves da bicamada por uma proteina 
translocadora (que nao e mostrada). Todas 
as reagoes subsequentes de transference 
de glicosil no lado do lumen do RE envol- 
vem transference de dolicol-P-glicose e 
dolicol-P-manose; esses monossacarideos 
ativados ligados a lipideo sao sintetizados 
a partir de dolicol fosfato e de UDP-glicose 
ou de GDP-manose (quando apropriado) 
no lado citosolico do RE e, entao, sao 
invertidos atraves da membrana do RE. 
GIcNAc, /V-acetilglicosamina; Man, mano¬ 
se; Glc, glicose. 
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Os oligossacarfdeos sao utilizados como "rotulos" par a marcar o 
estado de enovelamento da protefna 

Tem sido longamente debatido por que a glicosilagao e uma modificagao comum das 
protemas que entram no RE. Uma observagao particularmente intrigante reside no fato 
de que algumas protemas necessitam de glicosilagao ligada ao N para o enovelamento 
adequado no RE, ainda que a localizagao precisa dos oligossacarideos aderidos na su- 
perficie da protema nao parega ser importante. Um indicio para o papel da glicosilagao 
no enovelamento da protema deriva de estudos de duas protemas chaperonas do RE 
denominadas calnexina e calreticulina, pois necessitam de Ca 2+ para suas atividades. 
Essas chaperonas sao protemas de ligagao de carboidratos, ou lectinas, que se ligam a 
oligossacarideos nas protemas que nao estao completamente enoveladas e as retem no 
RE. Como outras chaperonas, elas impedem que as protemas enoveladas incompleta- 
mente sofram agregagao irreversivel. Tanto a calnexina quanto a calreticulina tambem 
promovem a associagao de protemas incompletamente enoveladas com outra chapero- 
na do RE, que se liga a cistemas que ainda nao formaram ligagoes dissulfeto. 

Calnexina e calreticulina reconhecem oligossacarideos ligados ao N que contem 
uma unica glicose terminal e, portanto, elas se ligam a protemas apenas depois que duas 
das tres glicoses do oligossacarideo precursor tenham sido removidas durante o corte 
de glicose por glicosidases do RE. Quando a terceira glicose e removida, a glicoprotema 
dissocia-se da sua chaperona e pode deixar o RE. 

Como, entao, a calnexina e a calreticulina distinguem protemas enoveladas das 
incompletamente enoveladas? A resposta esta, ainda, em outra enzima do RE, a glicosil 
transferase, que continua adicionando uma glicose aqueles oligossacarideos que per- 
deram sua ultima glicose. Ela adiciona a glicose, entretanto, somente a oligossacarideos 
que estao associados a protemas desenoveladas. Assim, uma protema desenovelada 
sofre ciclos contmuos de retirada de glicose (por glicosidase) e de adigao (pela glicosil 
transferase) e mantem uma afinidade por calnexina e calreticulina, ate alcangar seu es¬ 
tado de completo enovelamento (Figura 12-49). 


As protefnas enoveladas inadequadamente sao exportadas do RE 
e degradadas no citosol 


Apesar de todo o auxilio das chaperonas, muitas moleculas proteicas (mais de 80% em 
algumas protemas) transportadas para o RE falham na tentativa de alcangar seu enove¬ 
lamento adequado ou seu estado oligomerico. Tais protemas sao exportadas de volta do 
RE para o citosol, onde sao degradadas em proteassomos (discutido no Capitulo 6). Em 
muitas vias, o mecanismo de retrotranslocagao e similar a outros modos de translocagao 
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Figura 12-49 Papel da glicosilagao 
ligada ao N no enovelamento da 
protema do RE. A protefna chaperona 
ligada a membrana do RE, calnexina, 
liga-se a protefnas incompletamente 
enoveladas contendo uma glicose ter¬ 
minal nos oligossacarideos ligados ao N, 
mantendo a protefna no RE. A remogao 
da glicose terminal por uma glicosidase 
libera a protefna da calnexina. Uma glicosil 
transferase e a enzima fundamental que 
determina se a protefna esta enovelada 
de forma adequada ou nao: se a protefna 
ainda esta incompletamente enovelada, 
a enzima transfere uma nova glicose da 
UDP-glicose para o oligossacarideo ligado 
ao N, renovando a afinidade da protefna 
pela calnexina e retendo-a no RE. 0 ciclo 
se repete ate a protefna ter se enovelado 
completamente. A calreticulina atua de 
modo semelhante, exceto pelo fato de 
que e uma protefna soluvel residente no 
RE. Outra chaperona do RE, a ERp57 (nao 
mostrada), colabora com a calnexina e a 
calreticulina na retengao de protefnas eno¬ 
veladas incompletamente no RE. A ERp57 
reconhece grupos sulfidrila livres, que sao 
um sinal de formagao de pontes dissulfeto 
incompletas. 
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pos-traducional. Por exemplo, assim como a translocagao para mitocondrias ou cloro- 
plastos, protemas chaperonas sao necessarias para manter a cadeia polipeptidica em um 
estado desenovelado antes e durante a translocagao. De maneira semelhante, a fonte de 
energia e necessaria para dar direcionalidade ao transporte e para puxar a protema para 
o citosol. Enfim, um translocador e necessario. 

A selegao de protemas do RE para degradagao e um processo desafiador: protemas 
mal enoveladas ou subunidades proteicas nao montadas devem ser degradadas, mas 
intermediaries de dobramento de protemas recem-formadas nao. Os oligossacarideos 
ligados ao N ajudam a fazer essa distingao, o que serve como cronometro da medida de 
quanto tempo uma protema deve permanecer no RE. O recorte de uma manose lenta, 
em particular no niicleo do oligossacarideo, por uma enzima (uma manosidase) no RE 
cria uma nova estrutura de oligossacarideos que as lectinas do RE luminal do aparelho 
de retrotranslocagao reconhecem. As protemas que se dobram e saem do RE mais ra- 
pido do que a manosidase podem remover sua manose-alvo, escapando, portanto, da 
degradagao. 

Alem das lectinas no RE que reconhecem os oligossacarideos, chaperonas e pro¬ 
temas dissulfeto isomerase (enzimas mencionadas antes, que catalisam a formagao e 
a quebra de ligagoes S-S) se associam a protemas que devem ser degradadas. As cha¬ 
peronas impedem a agregagao de protemas mal enoveladas, e as dissulfeto isomerases 
quebram ligagoes dissulfeto que podem ter sido formadas incorretamente, e assim uma 
cadeia polipeptidica linear pode ser translocada de volta para o citosol. 

Multiplos complexos translocadores movimentam diferentes protemas da mem- 
brana ou lumen do RE para o citosol. Uma caracteristica comum e que eles contem uma 
enzima E3 ubiquitina-ligase, que anexa etiquetas de poliubiquitina nas protemas dese- 
noveladas assim que elas emergem para o citosol, marcando-as para destruigao. Alimen- 
tada pela energia derivada da hidrolise de ATP, uma ATPase hexamerica da familia de 
AAA-ATPases (ver Figura 6-85) puxa a protema mal enovelada atraves do translocador 
para o citosol. Uma Af-glicanase remove as cadeias de oligossacarideos em bloco. Guiado 
pela sua etiqueta de ubiquitina, o polipeptideo deglicosilado e rapidamente direcionado 
aos proteassomos, onde e degradado (Figura 12-50). 

As proteinas mal enoveladas no RE ativam uma resposta a 
proteina desenovelada 

As celulas monitoram cuidadosamente a quantidade de protemas mal enoveladas con- 
tidas em varios compartimentos. Um aciimulo dessas protemas no citosol, por exemplo, 
desencadeia uma resposta ao choque termico ( heat-shock response, discutido no Capitulo 
6), que estimula a transcrigao de genes que codificam chaperonas citosolicas que auxi- 
liam no reenovelamento das protemas. De maneira similar, um aciimulo de protemas 
mal enoveladas no RE dispara uma resposta a protema desenovelada, o que inclui um 
aumento na transcrigao de genes que codificam protemas envolvidas na retrotransloca¬ 
gao e degradagao de protemas no citosol, chaperonas do RE e muitas outras protemas 
que ajudam a aumentar a capacidade de dobramento de protemas no RE. 


Figura 12-50 Exporta^ao e degrada- 
^ao de proteinas do RE mal enovela¬ 
das. Proteinas soluveis mal enoveladas no 
lumen do RE sao reconhecidas e marcadas 
para um complexo translocador na mem- 
brana do RE. Elas primeiro interagem com 
chaperonas no lumen do RE, dissulfeto iso¬ 
merases e lectinas. Elas sao entao exporta- 
das para o citosol atraves do translocador. 
No citosol elas sao ubiquitinadas, deglico- 
siladas e degradadas nos proteoassomos. 
Proteinas de membrana mal enoveladas 
seguem uma via similar, mas usam um 
translocador diferente. 
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Como as proteinas mal enoveladas no RE sinalizam ao nucleo? Existem tres 
vias paralelas que executam a resposta a proteina desenovelada (Figura 12-51A). A 
primeira via, inicialmente descoberta em celulas de levedura, e notavel. Uma pro- 
tema-cinase transmembrana no RE, chamada de IRE1, e ativada por proteinas mal 
enoveladas, que induzem a sua oligomerizagao e autofosforilagao. (Alguns recepto- 
res-cinase de superficie na membrana plasmatica sao ativados de forma semelhante, 
como discutido no Capitulo 15.) A oligomerizagao e autofosforilagao de IRE1 ativa 
um dominio da endorribonuclease na porgao citosolica da mesma molecula, que 
cliva uma molecula de mRNA citosolica especifica em duas posigoes, excisando um 
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Figura 12-51 A resposta a proteina 
desenovelada. (A) Por tres vias de sinali- 
zagao intracelular, o acumulo de proteinas 
mal enoveladas no lumen do RE sinaliza ao 
nucleo para ativar a transcrigao de genes 
que codificam proteinas que auxiliam a ce- 
lula a conter as proteinas mal enoveladas 
no RE. (B) 0 splicing regulado de RNA e o 
controle-chave de regulagao na via 1 de 
resposta a proteina desenovelada 
(Animagao 12.6). 
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Figura 12-52 Adesao de uma ancora 
de GPI a uma proteina no RE. Proteinas 
ancoradas a GPI sao direcionadas a mem- 
brana do RE por uma sequencia-sinal 
N-terminal (nao mostrado), que e removida 
(ver Figura 12-42). Imediatamente apos o 
termino da sintese da proteina, a proteina 
precursora permanece ancorada na mem- 
brana do RE por uma sequencia hidrofobi- 
ca C-terminal de 15 a 20 aminoacidos; o 
restante da proteina esta no lumen do RE. 
Em urn intervalo de menos de 1 minuto, 
uma enzima no RE excisa a proteina da sua 
regiao C-terminal ligada a membrana e, 
simultaneamente, adere a sua nova regiao 
C-terminal a urn grupo amino em uma 
GPI intermediary pre-sintetizada. A cadeia 
de agucar contem urn inositol aderido ao 
lipideo do qual a ancora de GPI deriva seu 
nome. Ela e seguida por uma glicosamina 
e tres manoses. A manose terminal liga-se 
a uma fosfoetanolamina que fornece o 
grupo amino para a ligagao da proteina. 0 
sinal que especifica essa modificagao esta 
contido na sequencia hidrofobica C-termi¬ 
nal e em uns poucos aminoacidos adjacen- 
tes a ela no lado do lumen da membrana 
do RE; se esse sinal e adicionado a outras 
proteinas, elas tambem se modificam 
dessa forma. Devido ao fato de a ancora 
de lipideo estar covalentemente ligada, a 
proteina permanece aderida a membrana, 
com todos os seus aminoacidos expostos 
inicialmente no lumen do RE e, por fim, no 
exterior da membrana plasmatica. 


mtron. (Essa e a unica excegao a regra de que os mtrons sofrem splicing enquanto o 
RNA ainda esta no nucleo). Os exons separados sao entao unidos por uma RNA-ligase, 
gerando um mRNA processado, que e traduzido nos ribossomos para produzir uma 
proteina reguladora de transcrigao. A proteina migra ao nucleo e ativa a transcrigao de 
genes codificadores de proteinas que ajudam a mediar a resposta a proteina deseno- 
velada (Figura 12-51B). 

Proteinas mal enoveladas tambem ativam uma segunda cinase transmembrana 
no RE, PERK, que inibe um fator de inicio da tradugao pela sua fosforilagao e redugao 
da sintese de novas proteinas na celula. Uma consequencia da redugao da sintese de 
proteinas e a redugao do fluxo de proteinas no RE, reduzindo entao o carregamento 
de proteinas que precisam ser enoveladas la. Algumas proteinas, entretanto, sao pre- 
ferencialmente traduzidas quando os fatores de inicio da tradugao sao escassos (dis- 
cutido no Capitulo 7, p. 424), e uma dessas e um regulador de transcrigao que auxilia a 
ativagao da transcrigao de genes que codificam proteinas ativas na resposta a proteina 
desenovelada. 

Por fim, o terceiro regulador transcricional, ATF6, e inicialmente sintetizado como 
uma proteina transmembrana do RE. Uma vez que esta incorporada na membrana do 
RE, ela nao pode ativar a transcrigao de genes no nucleo. Quando proteinas mal enove¬ 
ladas acumulam-se no RE, contudo, a proteina ATF6 e transportada para o aparelho de 
Golgi, onde encontra proteases que clivam seus dommios citosolicos, que podem agora 
migrar para o nucleo e ajudar a ativar a transcrigao de genes que codificam proteinas en- 
volvidas na resposta a proteina desenovelada. (Esse mecanismo e similar aquele descrito 
na Figura 12-16 para ativagao do regulador da transcrigao que controla a biossmtese do 
colesterol.) A importancia relativa de cada uma dessas tres vias na resposta a proteina 
desenovelada difere em tipos celulares distintos, permitindo que cada tipo celular possa 
adequar a resposta a proteina desenovelada. 

Algumas proteinas de membrana adquirem uma ancora de 
glicosilfosfatidilinositol (GPI) ligada covalentemente 

Como discutido no Capitulo 10, varias enzimas citosolicas catalisam a adigao cova- 
lente de uma unica cadeia de acido graxo ou grupo prenila a proteinas selecionadas. 
Os lipideos anexados ajudam a direcionar e ancorar essas proteinas a membrana ce¬ 
lular. Um processo relacionado e catalisado por enzimas do RE, que ligam covalente¬ 
mente uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI, gly co sylpho sphatidy lino sit ol) 
a regiao C-terminal de algumas proteinas de membrana com destino a membrana 
plasmatica. Essa ligagao e formada no lumen do RE, onde, ao mesmo tempo, o seg- 
mento transmembrana da proteina e clivado (Figura 12-52). Um grande numero de 
proteinas da membrana plasmatica e modificado dessa forma. Uma vez que sao ade- 
ridas ao exterior da membrana plasmatica somente pelas suas ancoras de GPI, elas 
podem, em principio, ser liberadas das celulas na forma soluvel, em resposta a sinais 
que ativam uma fosfolipase especifica na membrana plasmatica. Os tripanossomos 
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parasitas, por exemplo, caso sejam atacados pelo sistema imune, utilizam esse meca- 
nismo para liberar seu revestimento de proteinas de superficie GPI-ancoradas. As an- 
coras de GPI tambem sao usadas para direcionar proteinas de membrana plasmatica 
para balsas lipidicas e, assim, segregar as proteinas de outras proteinas de membrana 
(ver Figura 10-13). 


Figura 12-53 Smtese de fosfatidilco¬ 
lina. Como ilustrado, este fosfolipideo e 
sintetizado a partir de glicerol-3-fosfato, 
citidina-difosfocolina (CDP-colina) e acidos 
graxos entregues ao RE por proteinas cito- 
solicas ligadas a acidos graxos. 


A maioria das bicamadas lipidicas e montada no RE 

A membrana do RE e o local de smtese de quase todas as principals classes de lipi- 
deos da celula, incluindo fosfolipideos e colesterol necessarios a produgao de novas 
membranas celulares. O principal fosfolipideo sintetizado e a fosfatidilcolina (tambem 
chamada de lecitina), que pode ser formada em tres etapas a partir de colina, de dois 
acidos graxos e de glicerol fosfato (Figura 12-53). Cada etapa e catalisada por enzimas 
na membrana do RE que tern seus sitios ativos voltados para o citosol, onde sao en- 
contrados todos os metabolitos necessarios. Assim, a smtese de fosfolipideos ocorre 
exclusivamente no folheto citosolico da membrana do RE. Devido ao fato de os acidos 
graxos nao serem soluveis em agua, eles sao conduzidos dos seus sitios de smtese ao 
RE por proteinas de ligagao a acidos graxos no citosol. Depois de chegarem na mem¬ 
brana do RE e serem ativados com coenzima A (CoA), aciltransferases adicionam dois 
acidos graxos sucessivamente ao glicerol fosfato para produzir acido fosfatidico. O 
acido fosfatidico e suficientemente insoluvel em agua para permanecer na bicamada 
lipidica, e nao pode ser extraido dela por proteinas de ligagao a acidos graxos. Esse e, 
entao, o primeiro passo para que a bicamada lipidica seja aumentada. As etapas pos- 
teriores determinam o grupo da cabega de uma molecula de lipideo recem-formada e, 
portanto, a natureza quimica da bicamada, mas nao resultam em crescimento liquido 
da membrana. Os outros dois principals fosfolipideos - fosfatidilserina e fosfatidileta- 
nolamina (ver Figura 10-3) -, assim como o menor fosfolipideo fosfatidilinositol (PI), 
sao todos sintetizados nessa via. 

Como a smtese de fosfolipideo ocorre no folheto citosolico da bicamada lipidica 
do RE, e necessario que exista um mecanismo que transfira algumas das moleculas de 
fosfolipideos recem-formados para o folheto do lado do lumen da bicamada. Em bica¬ 
madas lipidicas sinteticas, lipideos nao se movem da forma flip-flop (ver Figura 10-10). 
No RE, todavia, os fosfolipideos equilibram-se atraves da membrana em minutos, o que e 
quase cem mil vezes mais rapido do que o flip-flop (retorno) espontaneo. Esse movimen- 
to transbicamada rapido e mediado por um translocador de fosfolipideos pobremente 
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Figura 12-54 Papel dos translocadores 
de fosfolipfdeos na sintese da bicama- 
da lipid ica. (A) Uma vez que novas mole- 
culas de lipideos sao adicionadas somente 
a metade citosolica da bicamada da mem- 
brana do RE e que as moleculas de lipideos 
nao se movem de maneira espontanea 
de uma monocamada a outra, o trans- 
locador de fosfolipideo transmembrana 
(chamado de "misturador") e necessario 
para transferir moleculas de lipideo da 
metade citosolica a metade do lumen, 
de modo que a membrana desenvolva-se 
como uma bicamada. 0 "misturador" 
nao e especffico para grupos da cabega 
de fosfolipideo em particular e, portanto, 
equilibra os diferentes fosfolipfdeos entre 
as duas monocamadas. (B) Alimentada 
pela hidrolise de ATP, uma flipase grupo 
da cabega-especffica na membrana plas¬ 
matica move ativamente fosfatidilserina e 
fosfatidiletanolamina direcionalmente do 
folheto extracelular ao citosolico, criando 
a assimetria caracterfstica da bicamada li- 
pfdica da membrana plasmatica de celulas 
animais (ver Figura 10-15). 
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Figura 12-55 A estrutura da ceramida. 


caracterizado, denominado embaralhador (scramblase ) que, de maneira nao seletiva, 
equilibra fosfolipfdeos entre os dois folhetos da bicamada lipfdica (Figura 12-54). Assim, 
os diferentes tipos de fosfolipfdeos parecem ser igualmente distribufdos entre os dois 
folhetos da membrana do RE. 

A membrana plasmatica contem um tipo diferente de translocador fosfolipf- 
dico que pertence a famflia de transportadores de absorgao do tipo P (discutido no 
Capftulo 11). Essas flipases reconhecem especificamente fosfolipfdeos que contem gru¬ 
pos amino livres nos seus grupos da cabega (fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina - ver 
Figura 10-3) e os transfere a partir do meio extracelular para o folheto citosolico, utili- 
zando a energia da hidrolise do ATP. A membrana plasmatica, portanto, apresenta uma 
composigao fosfolipfdica altamente assimetrica, que e ativamente mantida por flipases 
(ver Figura 10-15). A membrana plasmatica tambem contem um misturador, mas, ao 
contrario do misturador do RE, que e sempre ativo, a enzima da membrana plasmatica e 
regulada e ativada apenas em algumas situagoes, como em apoptose e em plaquetas ati- 
vadas, onde age para cancelar a assimetria da bicamada lipfdica; a exposigao resultante 
de fosfatidilserina na superffcie de celulas apoptoticas serve como um sinal para celulas 
fagocfticas ingerirem e degradarem a celula morta. 

O RE tambem produz colesterol e ceramida (Figura 12-55). A ceramida e sin- 
tetizada pela condensagao do aminoacido serina com um acido graxo para formar o 
aminoalcool esfingosina (ver Figura 10-3); um segundo acido graxo e entao adicionado 
covalentemente para formar a ceramida. A ceramida e exportada ao aparelho de Gol¬ 
gi, onde serve como um precursor para a sintese de dois tipos de lipideos: as cadeias 
oligossacarfdicas sao adicionadas para formar glicoesfingolipideos (glicolipfdeos; ver 
Figura 10-16), e os grupos da cabega de fosfocolina sao transferidos da fosfatidilcolina 
a outras moleculas de ceramida para formar esflngomielina (discutido no Capftulo 10). 
Assim, tanto os glicolipfdeos quanto a esfingomielina sao produzidos tardiamente no 
processo de sintese de membrana. Pelo fato de serem produzidos por enzimas que tern 
seus sftios ativos expostos ao lumen do Golgi e nao serem substratos para transportado¬ 
res de lipideos, sao encontrados exclusivamente no folheto nao citosolico da bicamada 
lipfdica que os contem. 
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Como discutido no Capitulo 13, a membrana plasmatica e as membranas do apa- 
relho de Golgi, os lisossomos e os endossomos fazem parte de um sistema de membra¬ 
nas que se comunica com o RE por meio do transporte de vesiculas que transferem pro¬ 
temas e lipideos. As mitocondrias e os plastidios, todavia, nao pertencem a esse sistema 
e requerem, portanto, mecanismos diferentes para a importagao de protemas e lipideos 
para o crescimento. Ja vimos que a maioria das protemas nessas organelas e importada 
do citosol. Embora as mitocondrias modifiquem alguns dos lipideos que importam, nao 
sintetizam lipideos de novo ; antes, seus lipideos devem ser importados do RE, direta ou 
indiretamente, por meio de outras membranas celulares. Em ambos os casos, sao neces- 
sarios mecanismos especiais para a transferencia. 

Os detalhes de como a distribuigao dos lipideos entre diferentes membranas e ca- 
talisada e regulada nao sao conhecidos. Protemas carreadoras soluveis em agua chama- 
das de protemas de troca de fosfolipideos (ou protemas de transferencia de fosfolipideos) 
transferem moleculas individuais de fosfolipideos entre as membranas, funcionando 
como protemas de ligagao a acidos graxos que guiam os acidos graxos atraves do citosol 
(ver Figura 12-54). Alem disso, as mitocondrias sao frequentemente vistas em estreita 
justaposigao a membranas do RE em micrografias eletronicas, e complexas jungoes es- 
pecificas tern sido identificadas, as quais mantem o RE e as membranas mitocondriais 
externas em forte proximidade. Acredita-se que esses complexos juncionais fornegam 
mecanismos especificos de transferencia de lipideos dependentes de contato que ope- 
ram entre essas membranas adjacentes. 

Resumo 

A extensa rede do RE serve como umafabrica para a produgao de quase todos os lipideos 
das celulas. Alem disso, a maior porgao da sintese de protemas celulares ocorre na super- 
ficie citosolica do RE rugoso: quase todas as protemas destinadas a secregao ou ao proprio 
RE, o aparelho de Golgi, os lisossomos, os endossomos e a membrana plasmatica sao im- 
portadas, primeiramente, do citosol para o RE. No lumen do RE, as protemas enovelam-se 
e se oligomerizam; ligagdes dissulfeto sao formadas, e oligossacandeos ligados ao N sao 
adicionados. A glicosilagao ligada ao N e utilizada para indicar o grau do enovelamento 
proteico, de tal modo que as protemas deixam o RE apenas quando estao adequadamente 
enoveladas. As protemas que nao se enovelam ou oligomerizam corretamente sao trans- 
portadas de volta ao citosol, onde sao desglicosiladas, poliubiquitinadas e degradadas 
em proteassomos. Se as protemas mal enoveladas acumularem-se extensivamente no RE, 
elas desencadeiam uma resposta a protema desenovelada, que ativa genes apropriados 
no nucleo para auxiliar o RE a contornar o problema. 

Apenas as protemas que portam uma sequencia-sinal especial do RE sao impor- 
tadas para ele. A sequencia-sinal e reconhecida por uma particula de reconhecimento 
de sinal (SRP), que se liga a cadeia polipeptidica crescente e ao ribossomo e os direciona 
a uma protema receptora na superflcie citosolica da membrana do RE rugoso. Essa li¬ 
gagao a membrana do RE inicia o processo de translocagao queforga uma alga da ca¬ 
deia polipeptidica atraves da membrana do RE, pelo poro hidrofilico de uma protema 
translocadora. 

As protemas soluveis - destinadas ao lumen do RE para secregao ou transferencia 
ao lumen de outras organelas - passam completamente para o lumen do RE. As protemas 
transmembrana destinadas ao RE ou a outras membranas celulares sao transportadas 
parcialmente atraves da membrana do RE e permanecem la ancoradas por um ou mais 
segmentos de a-helice em sua cadeia polipeptidica que atravessam a membrana. Essas 
porgoes hidrofobicas da protema podem atuar como sinais de imcio ou de parada da 
transferencia durante o processo de translocagao. Quando um polipeptideo contem mul- 
tiplos sinais alternantes de imcio e de parada da transferencia, ele passara multiplas ve- 
zes para tras e para a frente atraves da bicamada como uma protema transmembrana 
de passagem multipla. 

A assimetria da insergao da protema e da glicosilagao no RE estabelece a assi- 
metria das membranas de todas as outras organelas que o RE supre com protemas de 
membrana. 


O QUE NAO SABEMOS 

• Como os receptores de importa- 
gao nuclear lidam com o interior 
emaranhado semelhante a um gel 
do complexo de poro nuclear de 
maneira tao eficiente? 

• 0 complexo de poro nuclear e 
uma estrutura rfgida ou ela pode 
ser expandida e contraida depen- 
dendo da carga transportada? 

• Comparagoes de sequences mos- 
tram que as sequencias-sinal para 
uma protema individual como a 
insulina sao extremamente con- 
servadas entre as especies, muito 
mais do que seria esperado a par- 
tir do nosso entendimento atual 
de que tudo o que importa para a 
sua fungao sao caracteristicas es- 
truturais gerais, como hidrofobici- 
dade. Que outras fungoes podem 
sinalizar sequences que poderiam 
contribuir para a conservagao evo- 
lutiva da sequencia? 

• Como sao arranjados os polirri- 
bossomos na membrana do reti- 
culo endoplasmatico para que o 
proximo ribossomo inicial possa 
encontrar um translocador deso- 
cupado? 

• Por que a particula de reconheci¬ 
mento do sinal possui uma subu- 
nidade de RNA indispensavel? 
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TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

12-1 Assim como o lumen do RE, o interior do nucleo e to- 
pologicamente equivalente ao exterior da celula. 

12-2 Os ribossomos ligados ao RE e livres, que sao estru- 
tural e funcionalmente identicos, diferem apenas quanto as 
protemas sintetizadas em um determinado momento. 

12-3 Para evitar as colisoes inevitaveis que poderiam ocorrer 
se um trafego de duas vias passasse em um unico poro, com- 
plexos do poro nuclear especializados fazem a mediagao da 
importagao, enquanto outros fazem a mediagao da exportagao. 

12-4 Os peroxissomos sao encontrados em apenas poucos 
tipos especializados de celulas eucarioticas. 

Discuta as questoes a seguir. 

12-5 Qual o destino de uma protema sem sinal de endere- 
gamento? 

12-6 O RE rugoso e o local de smtese de muitas classes de 
protemas de membrana. Algumas dessas protemas perma- 
necem no RE, enquanto outras sao distribuidas para com- 
partimentos como o aparelho de Golgi, os lisossomos e a 
membrana plasmatica. Uma medida da dificuldade do pro- 
blema da distribuigao e o grau de “purificagao” que deve ser 
alcangado durante o transporte do RE. As protemas a serem 
enviadas a membrana plasmatica sao comuns ou raras entre 
todas as protemas de membrana do RE? 

Algumas consideragoes permitem responder a essa 
questao. Em uma celula em crescimento tipica, que esta se 
dividindo uma vez a cada 24 horas, o equivalente a 1 nova 
membrana plasmatica deve transitar no RE a cada dia. Se a 
membrana do RE e 20 vezes a area de uma membrana plas¬ 
matica, qual e a razao das protemas da membrana plasma¬ 
tica com relagao a outras protemas de membrana no RE? 
(Suponha que todas as protemas nas suas vias da membrana 
plasmatica permanecem no RE por 30 minutos em media 
antes de sairem e que a razao entre protemas e lipideos no 
RE e membranas do plasma e a mesma.) 

12-7 Antes de os complexos do poro nuclear serem bem 
entendidos, nao estava claro se as protemas nucleares di- 
fundiam-se passivamente para o nucleo e acumulavam-se la 
pela ligagao a "residentes” do nucleo, como cromossomos, 
ou se eram ativamente importadas e acumuladas apesar da 
sua afinidade pelos componentes nucleares. 

Um experimento classico que se voltou a esse proble- 
ma usou muitas formas de nucleoplasmina radioativa, que e 
uma protema pentamerica grande, envolvida na agregagao 
da cromatina. Nesse experimento, tanto a protema intacta 
quanto cabegas, caudas ou cabegas com uma unica cauda de 
nucleoplasmina foram injetadas no citoplasma de um ooci- 
to ou nucleo de uma ra (Figura Q12-1). Todas as formas de 
nucleoplasmina, exceto cabegas, acumularam-se no nucleo 
quando injetadas no citoplasma, e todas as formas foram re- 
tidas no nucleo quando injetadas nele. 

A. Que porgao da molecula de nucleoplasmina e responsa- 
vel pela localizagao no nucleo? 

B. Como esses experimentos distinguem entre transpor¬ 
te ativo, no qual um sinal de localizagao nuclear dispara o 
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Figura Q12-1 Localizagao celular de nucleoplasmina e componentes de nu¬ 
cleoplasmina injetados. Diagramas esquematicos de autorradiografias mos- 
tram o citoplasma e o nucleo com a localizagao da nucleoplasmina indicada 
pelas areas vermelhas. 

transporte pelo complexo do poro nuclear, e difusao passiva, 
na qual o sitio de ligagao para um componente nuclear per- 
mite o acumulo no nucleo? 

12-8 Supondo que 32 milhoes de octameros de histonas sao 
necessarios para empacotar o genoma humano, quantas mo¬ 
leculas de histonas devem ser transportadas, a cada segundo, 
por complexo do poro nuclear, em celulas cujo nucleo contem 
3 mil poros nucleares e estao se dividindo uma vez por dia? 

12-9 O complexo do poro nuclear (NPC) cria uma barreira 
para a troca livre de moleculas entre o nucleo e o citosol, mas 
de uma forma que permanece misteriosa. Em leveduras, por 
exemplo, o poro central de NPC tern 35 nm de diametro e 30 
nm de comprimento, que e, de certa forma, menor que seu 
homologo vertebrado. Mesmo assim, e grande o suficiente 
para acomodar praticamente todos os componentes do ci¬ 
tosol. Alem disso, o poro permite a difusao passiva de mole¬ 
culas ate 40 kD; a entrada de alguma molecula maior precisa 
da ajuda de um receptor de importagao nuclear. A permea- 
bilidade seletiva e controlada pelos componentes proteicos 
do NPC que tern a cauda polar nao estruturada se estenden- 
do para o poro central. Essas caudas sao caracterizadas por 
repetigoes dos aminoacidos hidrofobicos fenilalanina (F) e 
glicina (G) periodicamente. 

Em altas concentragoes (cerca de 50 mM), dominios de 
repetigoes FG ( FG-repeats ) dessas protemas podem formar um 
gel, com uma malha de interagoes entre repetigoes de FG hi- 
drofobicas (Figura Q12-2A). Essas malhas permitem a lenta di¬ 
fusao passiva de pequenas moleculas, mas impedem a entrada 
de protemas grandes, como a protema fluorescente mCherry 
fusionada com a protema de ligagao a maltose (MBP) (Figura 
Q12-2B). (A fusao com MBP torna a protema mCherry muito 
grande para entrar no nucleo por difusao passiva.) Contudo, se 
o receptor de importagao nuclear, importina, e fusionado com 
uma protema similar, MBP-GFP, a protema fusionada importi- 
na-MBP-GFP facilmente entra no gel (Figura Q12-2B). 
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Figura Q12-2 Gel de repetigoes FG e a entrada de protefnas no nucleo. (A) 
Desenhe a malha (gel) formada por interagoes emparelhadas entre as repe¬ 
tigoes FG hidrofobicas. Para repetigoes FG separadas por 17 aminoacidos, 
como e tfpico, a rede formada pelas cadeias laterals de aminoacidos estendi- 
dos poderia corresponder a cerca de 4 nm de urn lado, que poderia ser largo 
o suficiente para explicar a difusao passiva caracterfstica de protefnas atraves 
de poros nucleares. (B) Difusao de MBP-mCherry e importina-MBP-GFP para 
o gel de repetigoes FG. Em cada grupo, a solugao e mostrada a esquerda e o 
gel a direita. As areas mais claras indicam as regioes que contem as protefnas 
fluorescentes. 

A. As repetigoes FG formam malhas in vitro apenas em 
concentragoes relativamente altas (50 mM). Seria essa a con¬ 
centragao razoavel para as repetigoes FG no centro do NPC? 
Em leveduras, existem ao redor de 5 mil repetigoes FG em 
cada NPC. Dadas as dimensoes do poro nuclear de levedu- 
ra (35 nm de diametro e 30 nm de comprimento), calcule a 
concentragao de repetigoes de FG no volume cilfndrico do 
poro. Essa concentragao e comparavel aquela usada in vitro ? 

B. Uma segunda questao esea difusao de importina-MBP- 
-GFP por meio da malha de repetigoes FG e rapida o bastan- 
te para a estimativa da eficiencia do fluxo de materiais entre 
o nucleo e o citosol. A partir de experimentos do tipo mos- 
trado na Figura Q12-2B, determinou-se que o coeficiente de 
difusao (D) de importina-MBP-GFP atraves do gel de repeti¬ 
goes FG teria cerca de 0,1 pirn 2 /s. A equagao para difusao e t = 
x 12D, onde t e o tempo e x, a distancia. Calcule o tempo que 
a difusao de importina-MBP-GFP levaria para se difundir 
atraves do poro nuclear de levedura (30 nm) se o poro con- 
sistisse de um gel de repetigoes FG. Sera rapido o suficiente 
para as necessidades de uma celula eucariotica? 

12-10 Os componentes dos complexos TIM, protefnas 
translocadoras de multiplas subunidades na membrana in¬ 
terna da mitocondria, sao muito menos abundantes do que 
aqueles do complexo TOM. Eles foram inicialmente identifi- 
cados pelo uso de "truques” geneticos. 


O gene Ura3 de levedura, cujo produto e uma enzima 
que normalmente esta localizada no citosol, onde e essen- 
cial para a sfntese da uracila, foi modificado, de modo que a 
protema carrega um sinal de importagao para a matriz mito- 
condrial. Uma populagao de celulas carregando o gene Ura3 
modificado em vez do gene normal foi entao cultivada na 
ausencia de uracila. Muitas celulas morreram, mas as raras 
celulas que cresceram mostraram um defeito para a impor¬ 
tagao mitocondrial. Explique como essa selegao identifica 
celulas com defeitos nos componentes necessarios para a 
importagao da matriz mitocondrial. Por que celulas normais 
com o gene Ura3 modificado nao cresceram na ausencia de 
uracila? Por que celulas que sao defectivas para a importa¬ 
gao mitocondrial crescem na ausencia de uracila? 

12-11 Se a enzima di-hidrofolato redutase (DHFR), que 
normalmente esta localizada no citosol, foi modificada ge- 
neticamente para carregar uma sequencia-alvo mitocon¬ 
drial na sua porgao N-terminal, ela e importada de maneira 
eficiente para a mitocondria. Se a DHFR modificada e pri- 
meiro incubada com metotrexato, que se liga fortemente 
ao sitio ativo, a enzima permanece no citosol. Como voce 
supoe que a ligagao do metotrexato interfere na importagao 
mitocondrial? 

12-12 Por que as mitocondrias necessitam de um trans- 
locador especial para importar protefnas atraves da mem¬ 
brana externa quando a membrana ja possui grandes poros 
formados por porinas? 

12-13 Examine a protema transmembrana de passagem 
multipla mostrada na Figura Q12-3. Qual seria o efeito se o 
primeiro segmento hidrofobico transmembrana fosse con- 
vertido em um segmento hidrofflico? Esboce a disposigao da 
protema modificada na membrana do RE. 


COOH 



Figura Q12-3 Disposigao de uma protefna transmembrana de passagem 
multipla na membrana do RE. Os hexagonos azuis representam oligossa- 
carfdeos ligados covalentemente. As posigoes dos aminoacidos carregados 
positiva e negativamente flanqueiam o segundo segmento transmembrana, 
como mostrado. 

12-14 Todos os novos fosfolipfdeos sao adicionados ao fo- 
lheto citosolico da membrana do RE, ainda que essa mem¬ 
brana tenha uma distribuigao simetrica de diferentes fosfoli¬ 
pfdeos em seus dois folhetos. Em contrapartida, a membrana 
plasmatica, que recebe todos os seus componentes de mem¬ 
brana do RE, tern uma distribuigao muito assimetrica dos 
fosfolipfdeos nos dois folhetos da bicamada lipfdica. Como 
essa simetria e gerada na membrana do RE, e como a assi- 
metria e gerada e mantida na membrana plasmatica? 
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Trafego intracelular de 
vesiculas 


Toda celula deve alimentar-se, comunicar-se com o mundo que a circunda e responder 
rapidamente as mudangas em seu ambiente. Para auxiliar na realizagao dessas tarefas, 
as celulas ajustam continuamente a composigao da sua membrana plasmatica e de seus 
compartimentos internos mediante respostas rapidas a necessidade. Elas utilizam um 
elaborado sistema interno de membranas para adicionar e remover protemas da superfi- 
cie celular, como receptores, canais ionicos e transportadores (Figura 13-1). Por meio do 
processo de exocitose, a via secretora distribui protemas recem-sintetizadas, carboidra- 
tos e lipideos para a membrana plasmatica ou para o espago extracelular. Pelo processo 
inverso de endocitose, as celulas removem componentes da membrana plasmatica e os 
largam em compartimentos internos denominados endossomos, de onde eles podem ser 
reciclados para as mesmas regioes ou para regioes diferentes da membrana plasmatica, 
ou podem ser entregues aos lisossomos para degradagao. As celulas tambem usam a en¬ 
docitose para capturar nutrientes importantes, como vitaminas, colesterol e ferro; estes 
sao recolhidos junto com as macromoleculas as quais se ligam e sao, entao, movidos 
para os endossomos e lisossomos, de onde podem ser transportados para dentro do ci- 
toplasma para uso em varios processos biossinteticos. 

O espago interior, ou lumen, de cada compartimento envolto por membrana ao 
longo das vias secretora e endocitica e equivalente ao lumen da maioria dos outros com¬ 
partimentos envolvidos por membranas e ao exterior da celula, no sentido de que as 
protemas podem transitar nesse espago sem ter de atravessar uma membrana quando 
elas sao passadas de um compartimento ao outro por meio de numerosos pacotes envol- 
tos por membranas. Esses pacotes sao formados pelo compartimento do doador e sao 
vesiculas pequenas e esfericas, vesiculas maiores e irregulares ou tubulos. Utilizaremos o 
termo vesicula transportadora para todas as formas desses pacotes. 

Dentro de uma celula eucariotica, as vesiculas transportadoras brotam continua¬ 
mente de uma membrana e se fundem com outra, carregando componentes de mem¬ 
brana e moleculas soluveis do lumen, que sao referidos como carga (Figura 13-2). Esse 
trafego de vesiculas flui ao longo de vias altamente organizadas e direcionadas, que per- 
mitem que a celula secrete, alimente-se e remodele sua membrana plasmatica e orga- 
nelas. A via secretora direciona-se para fora, a partir do reticulo endoplasmatico (RE) 
na diregao do aparelho de Golgi e da superficie celular, com uma via lateral levando aos 
lisossomos, enquanto a via endocitica direciona-se para dentro, a partir da membrana 
plasmatica. Em cada caso, vias de recuperagao fazem o balango do fluxo de membranas 
entre os compartimentos na diregao oposta, trazendo membranas e protemas seleciona- 
das de volta ao compartimento de origem (Figura 13-3). 
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Figura 13-1 Exocitose e endocitose. 

(A) Na exocitose, uma vesicula transpor¬ 
tadora se funde a membrana plasmatica. 
Seu conteudo e liberado no espago 
extracelular, enquanto a membrana da 
vesicula ( vermelho ) torna-se continua a 
membrana plasmatica. (B) Na endocitose, 
um fragmento da membrana plasmatica 
(vermelho) e internalizado, formando uma 
vesicula transportadora. Seu conteudo e 
derivado do espago extracelular. 
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Figura 13-2 Transporte por vesicula. 

Vesfculas transportadoras brotam de um 
compartimento e se fundem a outro. A 
medida que fazem isso, elas carregam 
materials como carga a partir do lumen 
(espago dentro de um compartimento 
envolto por membrana) e membrana do 
compartimento doador para o lumen e 
membrana do compartimento-alvo, como 
mostrado. 


Para executar a sua fungao, cada vesicula transportadora que brota de um com¬ 
partimento deve ser seletiva. Ela deve captar apenas as moleculas apropriadas e deve 
se fundir somente com a membrana-alvo apropriada. Uma vesicula carregando carga 
do RE para o aparelho de Golgi, por exemplo, deve excluir a maioria das protemas que 
devem ficar no RE, e deve se fundir apenas com o aparelho de Golgi e nao com qualquer 
outra organela. 

Iniciamos este capitulo considerando os mecanismos moleculares de brotamento 
e de fusao que fundamentam todo o transporte de vesfculas. Discutimos, entao, o pro- 
blema fundamental de como, no ambito desse transporte, a celula mantem as diferengas 
moleculares e funcionais entre seus compartimentos. Finalmente, consideramos a fun¬ 
gao do aparelho de Golgi, dos lisossomos, das vesfculas secretoras e dos endossomos, a 
medida que tragamos as vias que conectam essas organelas. 



Figura 13-3 Roteiro das vias secretora e endodtica. (A) No roteiro esquematizado, que foi introduzido no Capitulo 12, as vias endocitica e secretora estao 
ilustradas com setas verdes e vermelhas, respectivamente. Alem disso, as setas azuis indicam vias de recuperagao para o fluxo retrogrado de componentes sele- 
cionados. (B) Os compartimentos da celula eucariotica envolvidos no transporte vesicular. 0 lumen de cada compartimento envolto por membrana e topologi- 
camente equivalente ao lado externo da celula. Todos os compartimentos mostrados comunicam-se uns com os outros e com o lado externo da celula por meio 
de vesfculas transportadoras. Na via secretora ( setas vermelhas), as moleculas proteicas sao transportadas do RE para a membrana plasmatica ou (via endosso¬ 
mos) para os lisossomos. Na via endocitica (setas verdes), as moleculas sao ingeridas em vesfculas endocfticas derivadas da membrana plasmatica e entregues 
para endossomos primarios, e entao (via endossomos tardios) para os lisossomos. Muitas moleculas endocitadas sao recuperadas de endossomos primarios e 
devolvidas (algumas via endossomos de reciclagem) para a superffcie celular para reuso; semelhantemente, algumas moleculas sao recuperadas dos endossomos 
primario e tardio e devolvidas ao aparelho de Golgi, e algumas sao recuperadas do aparelho de Golgi e devolvidas ao RE. Todas essas vias de recuperagao estao 
mostradas com setas azuis, como em (A). 
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MECANISMOS MOLECULARES DO TRANSPORTE DE 
MEMBRANA E MANUTENgAO DA DIVERSIDADE DE 
COMPARTIMENTOS 

O transporte vesicular medeia uma troca continua de componentes entre os dez ou 
mais compartimentos envoltos por membranas quimicamente distintos que, coletiva- 
mente, constituem as vias secretora e endocitica. Com essa troca massiva, como cada 
compartimento pode manter o seu carater especializado? Para responder a essa questao, 
devemos considerar primeiro o que define o carater de um compartimento. Acima de 
tudo, e a composigao da membrana circundante: marcadores moleculares dispostos na 
superficie citosolica da membrana servem como sinais de orientagao para o trafego de 
entrada para garantir que as vesiculas transportadoras se fundam somente ao compar¬ 
timento correto. Muitos desses marcadores de membrana, entretanto, sao encontrados 
em mais de um compartimento, e e a combinagao especifica de moleculas marcadoras 
que atribui a cada compartimento o seu enderego molecular. 

Como esses marcadores de membrana sao mantidos em altas concentragoes em 
um compartimento e em baixas concentragoes em outro? Para responder a essa ques¬ 
tao, precisamos considerar como porgoes de membrana, enriquecidas ou destituidas 
de componentes especificos de membrana, desprendem-se de um compartimento e se 
transferem para outro. 

Comegamos discutindo como as celulas segregam protemas em dominios de 
membrana separados pela montagem de um revestimento proteico especial na face cito¬ 
solica da membrana. Consideramos como os revestimentos se formam, de que sao feitos 
e como sao usados para extrair componentes especificos da carga de uma membrana e 
um compartimento luminal para entregar em outro compartimento. Por fim, discutimos 
como as vesiculas transportadoras se ancoram na membrana-alvo apropriada e entao se 
fundem a ela para entregar suas cargas. 

Existem varios tipos de vesfculas revestidas 

A maioria das vesiculas transportadoras se forma a partir de regibes revestidas especializa- 
das das membranas. Elas brotam como vesiculas revestidas que possuem grades distintas 
de protemas cobrindo as suas superficies citosolicas. Antes de as vesiculas se fusionarem 
com uma membrana-alvo, elas descartam seu revestimento, conforme e requerido para 
que as duas superficies citosolicas das membranas interajam diretamente e se fundam. 

O revestimento desempenha duas fungoes principais que sao refletidas em uma 
estrutura comum de duas camadas. Primeiro, uma camada interna do revestimento 
concentra protemas especificas de membrana em uma porgao, que entao da origem 
a membrana da vesicula. Dessa maneira, a camada interna seleciona as moleculas de 
membrana apropriadas para o transporte. Segundo, uma camada externa do revesti¬ 
mento se arranja como uma treliga curva, com formato de cesta, que deforma a porgao 
da membrana, e assim da forma a vesicula. 

Ha tres tipos bem caracterizados de vesiculas revestidas, distinguidos pelas suas prin¬ 
cipais protemas de revestimento: vesiculas revestidas por clatrina, revestidas por COPI e re¬ 
vestidas por COPII (Figura 13-4). Cada tipo e utilizado para diferentes etapas de transporte. 
As vesiculas revestidas por clatrina, por exemplo, medeiam o transporte a partir do apare- 
lho de Golgi e da membrana plasmatica, ao passo que as vesiculas revestidas por COPI e 
COPII medeiam, com mais frequencia, o transporte a partir do RE e das cisternas de Golgi 
(Figura 13-5). Ha, no entanto, muito mais variedade de vesiculas revestidas e de fungoes do 
que esta pequena lista sugere. Como discutiremos a seguir, ha varios tipos de vesiculas re¬ 
vestidas por clatrina, cada uma delas especializada para uma etapa diferente de transporte, 
e as vesiculas revestidas por COPI e COPII podem ser semelhantemente diversas. 

A montagem do revestimento de clatrina direciona a formagao 
de vesfculas 

As vesiculas revestidas por clatrina, as primeiras vesiculas revestidas a serem desco- 
bertas, transportam material originado na membrana plasmatica e entre os compar- 
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Figura 13-4 Micrografias eletronicas 
de vesiculas revestidas por clatrina, 
COPI e COPII. Todas sao apresentadas 
como micrografias eletronicas na mesma 
escala. (A) Vesfculas revestidas por cla¬ 
trina. (B) Vesfculas revestidas por COPI e 
cisternas de Golgi (.setas vermelhas) de um 
sistema sem celulas em que as vesfculas 
revestidas por COPI se formam em tubo de 
ensaio. (C) Vesfculas revestidas por COPII. 
(A e B, de L. Orci, B. Glick e J. Rothman, 
Cell 46:171-184, 1986. Com permissao 
de Elsevier; C, cortesia de Charles Barlowe 
e Lelio Orci.) 



100 nm 


timentos endossomicos e de Golgi. As vesiculas revestidas por COPI e COPII trans- 
portam material no infcio da via secretora: as vesiculas revestidas por COPI brotam dos 
compartimentos de Golgi, e as vesiculas revestidas por COPII brotam do RE (ver Figura 
13-5). Discutiremos as vesiculas revestidas por clatrina primeiro, ja que fornecem um 
bom exemplo de como as vesiculas se formam. 

O principal componente proteico das vesiculas revestidas por clatrina e a propria 
clatrina, que forma a camada externa do revestimento. Cada subunidade de clatrina 
consiste em tres cadeias polipeptfdicas grandes e tres pequenas que, juntas, formam 
uma estrutura de tres pernas chamada de triscele (Figura 13-6A,B). Os trisceles de cla¬ 
trina se arranjam como uma rede de hexagonos e pentagonos em formato de cesta para 
formar fossas (brotos) revestidas na superficie citosolica das membranas (Figura 13-7). 
Sob condigoes apropriadas, os trisceles isolados se auto-organizam de maneira esponta- 
nea em gaiolas poliedricas caracterfsticas em tubo de ensaio, mesmo na ausencia das ve¬ 
siculas de membrana que tais cestas normalmente envolvem (Figura 13-6C,D). Portan- 
to, os trisceles de clatrina determinam a geometria da grade de clatrina (Figura 13-6E). 


Figura 13-5 Uso de diferentes reves- 
timentos para etapas diferentes do 
transporte de vesiculas. Diferentes 
protefnas de revestimento selecionam dife¬ 
rentes cargas e dao forma as vesfculas de 
transporte que medeiam as varias etapas 
das vias biossintetica secretora e endocfti- 
ca. Quando os mesmos revestimentos fun- 
cionam em diferentes locais da celula, eles 
normalmente incorporam diferentes subu- 
nidades proteicas que modificam as suas 
propriedades (nao mostrado). Muitas ce¬ 
lulas diferenciadas possuem vias adicionais 
alem das mostradas aqui, incluindo uma 
via de classificagao/distribuigao a partir da 
rede trans de Golgi ate a superficie apical 
das celulas epiteliais, e uma via especiali- 
zada na reciclagem das protefnas das vesf¬ 
culas sinapticas nas terminagoes nervosas 
de neuronios (ver Figura 11-36). As setas 
estao coloridas como na Figura 13-3. 


Protefnas adaptadoras selecionam a carga para as vesfculas 
revestidas por clatrina 

As protefnas adaptadoras, outro componente principal do revestimento das vesiculas 
revestidas por clatrina, formam uma discreta camada interna no revestimento, posi- 
cionada entre a grade de clatrina e a membrana. Elas ligam o revestimento de clatrina 
a membrana e aprisionam varias protefnas transmembrana, incluindo os receptores 
transmembrana que capturam moleculas-carga soluveis para dentro das vesfculas - os 
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Figura 13-6 Estrutura de um revestimento de datrina. (A) Micrografia eletronica de um triscele de clatrina contrastada com platina. (B) Cada trfs- 
cele e composto de tres cadeias pesadas e tres cadeias leves de clatrina, como mostrado no diagrama. (C e D) Uma criomicrografia eletronica obtida 
de um revestimento de clatrina composto de 36 trfsceles organizados em uma rede de 12 pentagonos e 6 hexagonos, com algumas cadeias pesadas 
(C) e cadeias leves (D) destacadas (Animagao 13.1). As cadeias leves se ligam ao citoesqueleto de actina, que ajuda a gerar forga para o brotamento 
da membrana e movimento da vesicula, e a sua fosforilagao regula a montagem do revestimento de clatrina. As pernas entrelagadas dos trfsceles de 
clatrina formam uma casca externa a partir da qual os domfnios N-terminais dos trfsceles se projetam para dentro. Esses domfnios se ligam as protef- 
nas adaptadoras mostradas na Figura 13-8. 0 revestimento mostrado foi bioquimicamente arranjado a partir de trfsceles de clatrina pura e e muito 
pequeno para conter uma vesicula de membrana. (E) Imagens de vesfculas revestidas por clatrina isoladas de cerebro bovino. Os revestimentos de cla¬ 
trina estao construfdos de forma semelhante, porem menos regular, a partir de pentagonos, um numero maior de hexagonos e, as vezes, heptagonos, 
lembrando o formato de bolas de futebol deformadas. As estruturas foram determinadas por criomicroscopia eletronica e reconstrugao tomografica. 
(A, de E. Ungewickell e D. Branton, Nature 289:420-422, 1981; C e D, de A. Fotin et al., Nature 432:573-579, 2004. Todos com permissao de Mac¬ 
millan Publishers Ltd; E, de Y. Cheng et al., J. Mol. Biol. 365:892-899, 2007. Com permissao de Elsevier.) 


chamados receptores de carga. Desse modo, as protemas adaptadoras selecionam um 
conjunto especifico de protemas transmembrana, junto com as protemas soluveis que 
interagem com elas, e as empacotam dentro de cada vesicula de transporte revestida por 
clatrina recem-formada (Figura 13-8). 

Existem varios tipos de protemas adaptadoras. A mais bem caracterizada possui 
quatro subunidades proteicas diferentes; outras sao protemas de cadeia unica. Cada tipo 
de proteina adaptadora e especifico para um diferente conjunto de receptores de carga. As 
vesiculas revestidas por clatrina que brotam de diferentes membranas utilizam diferentes 
protemas adaptadoras e, portanto, empacotam diferentes receptores e moleculas-carga. 

A montagem das protemas adaptadoras sobre a membrana e controlada rigida- 
mente, em parte pela interagao cooperativa das protemas adaptadoras com outros com- 
ponentes do revestimento. A proteina adaptadora AP2 serve como um exemplo bem 
conhecido. Quando ela se liga a um lipideo fosfatidilinositol fosforilado (um fosfoinositi- 
deo), ela altera a sua conformagao expondo os sitios de ligagao para os receptores de car¬ 
ga na membrana. A ligagao simultanea aos receptores de carga e aos grupos de cabega 
lipidica estimula bastante a ligagao da AP2 a membrana (Figura 13-9). 

Dado que varios requisitos devem ser cumpridos simultaneamente para ligar as 
protemas AP2 de forma estavel na membrana, as protemas agem como detectores de 
coincidencia que se arranjam somente no momento e no local certos. Com a ligagao, elas 
induzem a curvatura da membrana, o que torna a ligagao de protemas AP2 adicionais 
mais provavel nas proximidades. A montagem cooperativa da camada de revestimento 
de AP2 e, entao, amplificada adicionalmente pela ligagao da clatrina, que leva a forma- 
gao e ao brotamento da vesicula de transporte. 

As protemas adaptadoras encontradas em outros revestimentos tambem se ligam 
a fosfoinositideos, que nao apenas possuem uma fungao principal em direcionar quan- 


Figura 13-7 Fossas e vesfculas revestidas por clatrina. Esta micrografia eletronica 
criorrelevo por congelamento rapido mostra numerosas fossas e vesfculas revestidas por 
clatrina na superffcie interna da membrana plasmatica de fibroblastos cultivados. As ce- 
lulas foram rapidamente congeladas em helio Ifquido, fraturadas e reveladas para expor a 
superffcie citoplasmatica da membrana plasmatica. (Cortesia de John Heuser.) 
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Figura 13-8 Montagem e desmonta- 
gem do revestimento de clatrina. A 

montagem do revestimento introduz uma 
curvatura para dentro da membrana, 
que leva, por sua vez, a formagao de urn 
broto revestido (chamado de fossa reves¬ 
tida se estiver na membrana plasmatica). 
As protefnas adaptadoras se ligam nos 
trfsceles de clatrina e nos receptores de 
carga ligados a membrana, mediando, 
assim, o recrutamento seletivo tanto de 
moleculas-carga de membrana quanto de 
moleculas soluveis para dentro da vesfcula. 
Outras protefnas de curvatura e de fissao 
da membrana sao recrutadas para o pes- 
cogo da vesfcula em brotamento, onde a 
curvatura acentuada da membrana e in- 
troduzida. 0 revestimento e rapidamente 
perdido logo apos a separagao dos brotos 
de vesfculas. 


Figura 13-9 Alteragao de conformagao 
de AP2 induzida por lipideo. 

0 complexo de protefna adaptadora AP2 
tern quatro subunidades (a, p2, |x2 e 
ct 2). Em interagao com o fosfoinositfdeo 
PI(4,5)P 2 (ver Figura 13-10) no folheto cito- 
solico da membrana plasmatica, a AP2 se 
rearranja para que os sftios de ligagao para 
os receptores de carga fiquem expostos. 
Cada complexo AP2 liga quatro moleculas 
PI(4,5)P 2 (para simplificar, somente urn esta 
mostrado). No complexo AP2 aberto, as 
subunidades |x2 e ct 2 se ligam as caudas 
citosolica dos receptores de carga que 
apresentam os sinais apropriados para 
endocitose. Esses sinais consistem em mo- 
tivos de sequences de aminoacidos curtas. 
Quando a AP2 se liga fortemente a mem¬ 
brana, ela induz a curvatura, que favorece 
a ligagao de complexos adicionais de AP2 
na vizinhanga. 


do e onde os revestimentos se arranjam na celula, mas tambem sao utilizados muito 
mais amplamente como marcadores moleculares para a identificagao de compartimen- 
tos. Isso ajuda a controlar o trafego vesicular, como discutiremos agora. 

Os fosfoinositfdeos marcam organelas e domfnios de membrana 

Embora os fosfolipfdeos de inositol em geral compreendam menos de 10% do total de fos¬ 
folipfdeos de uma membrana, eles possuem fungoes reguladoras importantes. Eles podem 
sofrer ciclos rapidos de fosforilagao e desfosforilagao nas posigoes 3', 4' e 5' dos seus gru- 
pos com cabegas de agucar inositol para produzir varios tipos de fosfoinositideos (fosfa- 
tidilinositol fosfatos, ou PIPs - do ingles phosphatidylinositol phosphates ). A interconversao 
de fosfatidilinositol (PI) e PIPs e altamente compartimentalizada: diferentes organelas das 
vias endocitica e secretora possuem conjuntos distintos de PI, PIP-cinases e PIP-fosfatases 
(Figura 13-10). A distribuigao, a regulagao e o balango local dessas enzimas determinam a 
distribuigao basal de cada especie de PIP. Como consequencia, a distribuigao dos PIPs varia 
de organela para organela e, frequentemente, dentro de uma membrana continua de uma 
regiao para outra, definindo, desse modo, dommios de membrana especializados. 

Muitas protefnas envolvidas em diferentes etapas do transporte vesicular contem 
dommios que se ligam com alta especificidade aos grupos de cabega de determinados 
PIPs, distinguindo uma forma fosforilada de outra (ver Figura 13-10E e F). O controle lo¬ 
cal de PI, PIP-cinases e PIP-fosfatases pode, entao, ser usado para controlar rapidamente 
a ligagao de protefnas a uma membrana ou domfnio de membrana. A produgao de um 
tipo particular de PIP recruta protefnas portadoras de dommios de ligagao a PIP. As pro- 
tefnas ligadoras de PIP ajudam, entao, a regular a formagao da vesfcula e outras etapas 
no controle do trafego vesicular (Figura 13-11). A mesma estrategia e amplamente uti- 
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lizada para recrutar protemas de sinalizagao intracelular especificas para a membrana 
plasmatica em resposta aos sinais extracelulares (discutido no Capitulo 15). 

Protefnas de curvatura da membrana ajudam a deformar a 
membrana durante a formagao da vesfcula 

As forgas geradas somente pela montagem do revestimento de clatrina nao sao suficien- 
tes para formar e destacar a vesicula da membrana. Outras protemas de curvatura da 
membrana e geradoras de forga participam de cada estagio do processo. As protemas 
de curvatura da membrana que contem os dommios na forma de crescente, chamados 
dommios BAR, ligam-se e impoem sua forma sobre a membrana subjacente via intera- 
goes eletrostaticas com os grupos de cabega lipidica (Figura 13-12; ver tambem Figura 
10-40). Acredita-se que tais protemas com dominio BAR ajudem a AP2 a formar o rnicleo 
da endocitose mediada por clatrina dando forma a membrana para permitir a formagao 
do broto revestido por clatrina. Algumas dessas protemas tambem contem helices anfifi- 
licas que induzem a curvatura da membrana depois de serem inseridas como cunhas no 
folheto citoplasmatico da membrana. Outras protemas com dominio BAR sao importan- 
tes para formar o pescogo de uma vesicula em brotamento, onde a estabilizagao de cur- 
vaturas acentuadas na membrana e essencial. Por fim, a maquinaria de clatrina agrupa 
o arranjo local de filamentos de actina que introduzem tensao para ajudar a destacar e 
propelir a vesicula em formagao para longe da membrana. 

Protefnas citoplasmaticas regulam a liberagao e a remogao do 
revestimento das vesfculas 

A medida que um broto revestido por clatrina cresce, protemas citoplasmaticas soluveis, 
incluindo a dinamina, arranjam-se no pescogo de cada broto (Figura 13-13). A dinamina 
contem um dominio de ligagao ao PI(4,5)P 2 que ancora a proteina a membrana, e um do- 


Figura 13-11 Localizagao intracelular dos fosfoinositfdeos. Diferentes tipos de PIPs 
estao localizados em diferentes membranas e dominios de membrana, onde eles estao 
frequentemente associados a eventos de transporte vesicular especfficos. A membrana 
das vesfculas secretoras, por exemplo, contem PI(4)P. Quando as vesfculas fusionam-se 
a membrana plasmatica, uma PI 5-cinase ali localizada converte o PI(4)P em PI(4,5)P 2 . 

0 PI(4,5)P 2 , por sua vez, auxilia no recrutamento de protefnas adaptadoras, que iniciam 
a formagao de uma fossa revestida por clatrina, como na primeira etapa da endocitose 
mediada por clatrina. Uma vez que a vesfcula revestida por clatrina destaca-se da mem¬ 
brana plasmatica, uma PI(5)P-fosfatase hidrolisa PI(4,5)P 2 , o que enfraquece a ligagao das 
protefnas adaptadoras, promovendo a remogao do revestimento da vesfcula. Discutire- 
mos fagocitose e a diferenga entre exocitose regulada e constitutiva mais adiante neste 
capitulo. (Modificada de M.A. de Matteis e A. Godi, Nat. Cell Biol. 6:487-492, 2004. 
Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 


Figura 13-10 Fosfatidilinositol (PI) e 
fosfoinositfdeos (PIPs). (A, B) A estrutura 
do PI mostra os grupos hidroxila livres no 
agucar inositol, que podem, em princfpio, 
ser modificados. (C) A fosforilagao de um, 
dois ou tres dos grupos hidroxila do PI, por 
PI ou PIP-cinases, produz uma variedade 
de especies de PIP. Elas sao designadas 
de acordo com a posigao do anel (entre 
parenteses) e o numero de grupos fosfato 
(subscrito) adicionados ao PI. 0 PI(3,4)P 2 
esta representado. (D) As celulas animais 
possuem varias PI e PIP-cinases e um nu¬ 
mero semelhante de PIP-fosfatases, que 
estao localizadas em diferentes organelas, 
onde sao reguladas para catalisar a produ- 
gao de determinados PIPs. As setas verme- 
Ihas e verdes representam as reagoes da 
cinase e da fosfatase, respectivamente. (E, 
F) Os grupos de cabega de fosfoinositfdeos 
sao reconhecidos por dominios proteicos 
que discriminam as diferentes formas. Des- 
sa maneira, grupos selecionados de protef¬ 
nas portando tais dominios sao recrutados 
as regioes da membrana nas quais esses 
fosfoinositfdeos estejam presentes. PI(3)P e 
PI(4,5)P 2 estao mostrados. (D, modificada 
de M.A. de Matteis e A. Godi, Nat. Cell 
Biol. 6:487-492, 2004. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 13-12 Estrutura dos domfnios 

BAR. As proteinas de dominio BAR sao 
diversas e permitem muitos processos 
de curvatura de membrana na celula. Os 
domfnios BAR sao construfdos a partir 
de super-helices que se dimerizam em 
moleculas com uma superffcie interna 
carregada positivamente que interage de 
preference com os grupos de cabegas lipf- 
dicas negativamente carregados para cur- 
var as membranas. As deformagoes locais 
da membrana causadas pelas proteinas 
de dominio BAR facilitam a ligagao de 
proteinas de dominio BAR adicionais, ge- 
rando, assim, urn ciclo de retroalimentagao 
positiva para a propagagao da curvatura. 
Proteinas de dominio BAR individuals con- 
tern uma curvatura distinta e muitas vezes 
tern caracterfsticas adicionais que as adap- 
tam as suas tarefas especificas: algumas 
tern helices anfifflicas curtas que causam 
deformagao adicional na membrana por 
insergao de cunhas; outras sao flanque- 
adas por domfnios PIP que as direcionam 
para as membranas enriquecidas de fosfoi- 
nositfdeos cognatos. 


Dfmero de dominio BAR 

\ '^ancaaBf r ' 




Membrana 

\ 




mmio de GTPase que regula a frequencia na qual as vesiculas se liberam da membrana. 
O processo de liberagao aproxima os dois folhetos nao citoplasmaticos da membrana in- 
timamente e os fusiona, isolando a vesicula em formagao para fora (ver Figura 13-2). Para 
realizar essa tarefa, a dinamina recruta outras proteinas para o pescogo do broto. Junto 
com a dinamina, elas ajudam a curvar a porgao da membrana - pela distorgao direta da 
estrutura bicamada, ou pela mudanga da sua composigao lipidica mediante recrutamen- 
to de enzimas modificadoras de lipideos, ou por meio de ambos os mecanismos. 

Uma vez liberada da membrana, a vesicula rapidamente perde seu revestimento 
de clatrina. Uma PIP-fosfatase que e coempacotada nas vesiculas revestidas por clatrina 
esgota os PI(4,5)P 2 da membrana, o que enfraquece a ligagao das proteinas adaptadoras. 
Alem disso, uma proteina chaperona hsp70 (ver Figura 6-80) funciona como uma ATPase 
de remogao do revestimento, utilizando a energia da hidrolise de ATP para remover o 
revestimento de clatrina. Acredita-se que a auxilina, outra proteina de vesicula, ative a 
ATPase. A liberagao do revestimento, entretanto, nao pode acontecer prematuramente, 
de modo que mecanismos adicionais de controle devem impedir, de alguma forma, que 
a clatrina seja removida antes que uma vesicula completa tenha se formado (discutido 
adiante). 




200 nm 


(C) 




Pescogo de 
membrana 
apertado 



Figura 13-13 O papel da dinamina na liberagao das vesiculas revestidas por clatrina. (A) Multiplas moleculas de dinamina se arranjam em uma espiral 
ao redor do pescogo do broto em formagao. Acredita-se que a espiral recrute outras proteinas para o pescogo do broto, que, junto com a dinamina, desestabi- 
lizam a interagao das bicamadas lipfdicas de forma que os folhetos nao citoplasmaticos se unam. A vesicula recem-formada se libera entao da membrana. Mu- 
tagoes especificas na dinamina podem aumentar ou bloquear o processo de liberagao. (B) A dinamina foi descoberta como a proteina defeituosa dos mutantes 
shibire de Drosophila. Essas moscas mutantes ficam paralisadas porque a endocitose mediada por clatrina cessa e a membrana da vesicula sinaptica falha em se 
reciclar, bloqueando a liberagao de neurotransmissor. Fossas revestidas por clatrina profundamente invaginadas formam-se nas terminagoes nervosas das celulas 
nervosas das moscas, com urn cinto de dinamina mutante estruturado ao redor do pescogo, como mostrado nesta micrografia eletronica de secgao fina. 0 pro¬ 
cesso de destacamento falha, pois a fusao de membranas necessaria nao ocorre. (C, D) Urn modelo de como mudangas conformacionais nos domfnios GTPase 
de arranjo de dinamina na membrana podem gerar uma mudanga conformacional que constringe o pescogo do broto. Uma unica molecula de dinamina esta 
mostrada em laranja em D. (B, de J.H. Koenig e K. Ikeda, J. Neurosci. 9:3844-3860, 1989. Com permissao de Society of Neuroscience; C e D, adaptada de 
M.G.J. Ford, S. Jenni e J. Nunnari, Nature 477:561-566, 2011. Com permissao de Macmillan Publishers.) 
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GTPases monomericas controlam a montagem do revestimento 

Para equilibrar o trafego de vesiculas de um compartimento para outro, as proteinas de 
revestimento devem se arranjar somente onde e quando elas forem necessarias. Enquan- 
to a produgao local de PIPs desempenha um papel principal em regular a montagem dos 
revestimentos de clatrina na membrana plasmatica e no aparelho de Golgi, as celulas so- 
brepoem maneiras adicionais de regular a formagao do revestimento. As GTPases recruta- 
doras de revestimento, por exemplo, controlam a montagem dos revestimentos de clatrina 
nos endossomos e dos revestimentos de COPI e COPII nas membranas de Golgi e RE. 

Muitas etapas do transporte de vesiculas dependem de uma variedade de protei¬ 
nas de ligagao ao GTP que controlam tanto os aspectos espaciais quanto temporais da 
formagao e fusao de vesiculas. Como discutido no Capitulo 3, as proteinas de ligagao ao 
GTP regulam a maioria dos processos nas celulas. Elas atuam como interruptores mo- 
leculares que alternam entre um estado ativo ligado a GTP e um estado inativo ligado a 
GDP. Duas classes de proteinas regulam a alternancia: os fatores de troca do nucleotideo 
guanina (GEFs - do ingles guanine nucleotide exchange factors) ativam as proteinas cata- 
lisando a troca de GDP por GTP, e as proteinas ativadoras de GTPases (GAPs - do ingles 
GTPase-activating proteins) inativam as proteinas por ativar a hidrolise do GTP ligado ao 
GDP (ver Figuras 3-68 e 15-7). Embora tanto as proteinas de ligagao ao GTP monomeri¬ 
cas (GTPases monomericas) quanto as proteinas de ligagao ao GTP trimericas (proteinas 
G) tenham papeis importantes no transporte de vesiculas, os papeis das GTPases mono¬ 
mericas sao mais bem entendidos, e nos concentraremos neles aqui. 

As GTPases recrutadoras de revestimento sao membros de uma familia de 
GTPases monomericas. Elas incluem as proteinas ARF, que sao responsaveis pela 
montagem dos revestimentos de COPI e clatrina nas membranas de Golgi, e a proteina 
Sari, que e responsavel pela montagem dos revestimentos COPII na membrana do RE. 
As GTPases recrutadoras de revestimento normalmente sao encontradas em altas con- 
centragoes no citosol em estado inativo, ligado a GDP. Quando uma vesicula revestida 
por COPII esta para brotar da membrana do RE, por exemplo, uma GEF especifica para 
Sari, incorporada na membrana do RE, liga-se a Sari citosolica levando a Sari a liberar 
o GDP e ligar GTP em seu lugar. (Lembre que o GTP esta presente em uma concentragao 
muito maior no citosol do que o GDP e, portanto, se ligara espontaneamente depois de o 
GDP ser liberado.) No seu estado ligado a GTP, a Sari expoe uma helice anfifilica que se 
insere no folheto citoplasmatico da bicamada lipidica da membrana do RE. A Sari forte- 
mente ligada agora recruta subunidades de proteinas de revestimento adaptadoras para 
a membrana do RE, para iniciar o brotamento (Figura 13-14). Outras GEFs e GTPases 
recrutadoras do revestimento funcionam de forma semelhante em outras membranas. 

As GTPases recrutadoras de revestimento tambem exercem um papel na desmon- 
tagem do revestimento. A hidrolise do GTP ligado em GDP leva a GTPase a modificar sua 
conformagao de modo que a sua cauda hidrofobica se solte da membrana, fazendo o re¬ 
vestimento da vesicula se desmontar. Embora nao se saiba o que desencadeia a hidrolise 
do GTP, foi proposto que as GTPases funcionem como cronometros, que hidrolisam o 
GTP a taxas lentas, mas previsiveis, para garantir que a formagao da vesicula seja sincro- 
nizada com as necessidades do momento. Os revestimentos de COPII aceleram a hidro¬ 
lise do GTP pela Sari, e uma vesicula completamente formada sera produzida somente 
quando a formagao do broto ocorrer mais rapido do que o processo cronometrado de 
desmontagem; caso contrario, a desmontagem sera desencadeada antes que a vesicula 
se solte e o processo tera de ser iniciado mais uma vez, talvez em um momento ou local 
mais apropriado. Uma vez que a vesicula se destaca, a hidrolise do GTP libera Sari, mas o 
revestimento selado e suficientemente estabilizado por diversas interagoes cooperativas, 
incluindo a ligagao a receptores de carga na membrana, que ela pode ficar na vesicula ate 
a vesicula se ancorar na membrana-alvo. Ali, uma cinase fosforila as proteinas do revesti¬ 
mento, o que completa a desmontagem do revestimento e prepara a vesicula para fusao. 

As vesiculas revestidas por clatrina e COPI, ao contrario, perdem seu revestimento 
logo depois de se desligarem. Para as vesiculas COPI, a curvatura da membrana da vesi¬ 
cula serve como gatilho para iniciar a retirada do revestimento. Uma ARF-GAP e recru- 
tada para o revestimento de COPI quando este se forma. Ela interage com a membrana e 
detecta a densidade de empacotamento lipidico. Ela se torna ativada quando a curvatura 
da membrana se equipara a da vesicula de transporte. Ela entao desativa a ARF, causan- 
do a desmontagem do revestimento. 
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Figura 13-14 Formagao de vesfculas 
revestidas por COPII. (A) A Sari-GDP 
inativa soluvel liga-se a uma Sarl-GEF 
na membrana do RE, levando a Sari a 
liberar o GDP e ligar o GTP Uma mudanga 
conformacional ativada por GTP na Sari 
expoe uma helice anfifflica que se insere 
dentro do folheto citoplasmatico da 
membrana do RE iniciando a curvatura da 
membrana (que nao esta mostrada). (B) A 
Sari ligada a GTP se liga ao complexo de 
duas proteinas de revestimento de COPII 
adaptadoras chamadas Sec23 e Sec24, 
que formam o revestimento interno. 

A Sec24 possui varios sftios de ligagao 
diferentes para as caudas citosolicas dos 
receptores de carga. Toda a superffcie 
do complexo que se fixa a membrana e 
suavemente curvada, coincidindo com 
o diametro das vesfculas revestidas por 
COPII. (C) Urn complexo de duas proteinas 
de revestimento COPII adicionais, deno- 
minado Seel 3 e Sec31, forma a camada 
externa do revestimento. A semelhanga da 
clatrina, elas podem montar-se sozinhas 
em gaiolas simetricas com dimensoes 
apropriadas para abrigar uma vesfcula re- 
vestida por COPII. (D) Ligada a membrana, 
a Sari-GTP ativa recruta proteinas adap¬ 
tadoras de COPII para a membrana. Elas 
selecionam certas proteinas transmembra- 
na e levam a membrana a se deformar. As 
proteinas adaptadoras recrutam, entao, 
as proteinas de revestimento externo que 
ajudam a formar o broto. Urn evento sub- 
sequente de fusao de membrana libera a 
vesfcula revestida. Acredita-se que outras 
vesfculas revestidas formem-se de maneira 
semelhante. (C, modificada de S.M. Stagg 
et al., Nature 439:234-238, 2006. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Nem todas as vesfculas de transporte sao esfericas 

Embora o brotamento vesicular seja semelhante em varios locais na celula, cada mem¬ 
brana celular enfrenta seus proprios desafios especiais. A membrana plasmatica, por 
exemplo, e comparativamente achatada e rigida devido a sua composigao lipidica rica em 
colesterol e ao cortex subjacente rico em actina. Assim, a agao coordenada do revestimen¬ 
to de clatrina e das proteinas de curvatura da membrana deve produzir forga suficiente 
para introduzir a curvatura, sobretudo no pescogo do broto onde curvaturas acentuadas 
sao necessarias para os processos de destacamento. Ao contrario, o brotamento de ve- 
siculas de muitas membranas intracelulares ocorre preferencialmente em regibes onde 
as membranas ja estao curvadas, como nas bordas das cisternas de Golgi ou nas termi- 
nagoes dos tubulos da membrana. Nesses locais, a fungao primaria dos revestimentos e 
mais de capturar as proteinas-carga apropriadas do que deformar a membrana. 

As vesi'culas de transporte tambem ocorrem em varios tamanhos e formas. Diver- 
sas vesi'culas COPII sao necessarias para o transporte de moleculas-carga grandes. O co¬ 
lageno, por exemplo, e montado no RE como bastoes rigidos de procolageno de 300 nm 
de comprimento que sao, entao, secretados da celula onde sao clivados por proteases a 
colageno, que e incorporado na matriz extracelular (discutido no Capitulo 19). Os bas- 
toes de procolageno nao cabem dentro das vesi'culas de COPII normalmente observadas 
com 60 a 80 nm. Para contornar tal problema, as moleculas-carga do procolageno se 
ligam a proteinas empacotadoras transmembrana no RE, que controlam a montagem 
dos componentes do revestimento de COPII (Figura 13-15). Esses eventos direcionam a 
montagem local de vesi'culas de COPII muito maiores para acomodar a carga grande de- 
mais. Mutagoes em humanos nos genes codificadores de tais proteinas empacotadoras 
resultam em defeitos no colageno com consequencias graves, como anormalidades es- 
queleticas e outros defeitos do desenvolvimento. Mecanismos semelhantes devem regu¬ 
lar o tamanho das vesi'culas necessarias para secretar outros complexos macromolecu- 
lares, incluindo particulas lipoproteicas que transportam lipideos para fora das celulas. 
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Muitos outros eventos de brotamento de vesiculas envolvem, da mesma forma, va- 
riagoes dos mecanismos comuns. Quando celulas vivas sao modificadas por engenharia 
genetica para expressar componentes de membrana fluorescentes, os endossomos e a 
rede trans de Golgi sao vistos, ao microscopio de fluorescencia, continuamente extrava- 
sando longos tubulos. As protemas de revestimento estruturam-se sobre os tubulos da 
membrana e auxiliam a recrutar cargas especificas. Os tubulos, entao, recolhem-se ou 
destacam-se com o auxilio de protemas semelhantes a dinamina para formar vesiculas 
de transporte de diferentes tamanhos e formas. 

Os tubulos tern uma razao superficie/volume maior do que as organelas maio- 
res a partir das quais eles se formam. Portanto, eles sao relativamente enriquecidos em 
protemas de membrana comparados as protemas-carga soluveis. Como discutimos mais 
adiante, tal propriedade dos tubulos e uma caracteristica importante para classificar as 
protemas nos endossomos. 


Figura 13-15 Empacotamento de pro- 
colageno em grandes vesiculas tubula- 
res revestidas por COPII. As ilustragoes 
mostram modelos para dois modos de 
montagem do revestimento de COPII. 

Os modelos sao baseados em imagens 
de tomografia crioeletronica de vesfculas 
COPII reconstitufdas. Em uma membrana 
esferica ( esquerda), as protefnas de reves¬ 
timento interno Sec23/24 se arranjam em 
porgoes que ancoram a gaiola de protefna 
de revestimento externo Seel 3/31. Os 
bastoes de Seel 3/31 montam uma gaiola 
de triangulos, quadrados e pentagonos. 
Quando o procolageno precisa ser empa- 
cotado ( direita ), protefnas empacotadoras 
especiais detectam a carga e modificam o 
processo de montagem do revestimento. 
Essa interagao recruta a protefna Sec24 do 
revestimento interno de COPII e melhora 
localmente a taxa com a qual a Sari alter- 
na entre liga e desliga da membrana (nao 
mostrado). Alem disso, a monoubiquitina 
e adicionada a protefna Sec31, mudando 
as propriedades do arranjo da gaiola exter¬ 
na. As protefnas Sec23/24 se montam em 
arranjos maiores, e as Seel 3/31 se arran¬ 
jam em uma grade regular em formato de 
diamante. Como resultado, uma vesfcula 
tubular grande que pode acomodar as 
moleculas-carga maiores e formada. As 
protefnas de empacotamento nao fazem 
parte da vesfcula em brotamento e perma- 
necem no RE. (Modificada de G. Zanetti et 
al., eLife 2:e00951,2013.) 


As protefnas Rab guiam as vesfculas de transporte para suas 
membranas-alvo 

Para assegurar um fluxo ordenado no trafego de vesiculas, as vesiculas de transporte de- 
vem ser altamente precisas no reconhecimento da membrana-alvo correta com a qual se 
fundirao. Devido a diversidade e a populagao de sistemas de membranas no citoplasma, 
uma vesfcula ira, provavelmente, encontrar muitas membranas-alvo potenciais antes de 
encontrar a correta. A especificidade para o alvo e assegurada porque todas as vesiculas 
de transporte exibem marcadores de superficie que as identificam de acordo com sua 
origem e o seu tipo de carga, e as membranas-alvo exibem receptores complementares 
que reconhecem os marcadores apropriados. Esse processo crucial ocorre em duas eta- 
pas. Primeiro as protemas Rab e efetoras de Rab direcionam a vesfcula a locais especificos 
na membrana-alvo correta. Segundo, protemas SNARE e reguladores SNARE intercedem 
na fusao das bicamadas lipidicas. 

As protemas Rab desempenham um papel central na especificidade do trans¬ 
porte vesicular. Como as GTPases de recrutamento de revestimento discutidas antes 
(ver Figura 13-14), as protemas Rab tambem sao GTPases monomericas. Com mais de 
60 membros conhecidos, a subfamilia Rab e a maior das subfamilias de GTPases mo¬ 
nomericas. Cada protefna Rab esta associada a uma ou mais organelas envoltas por 
membrana das vias secretora ou endocitica, e cada uma dessas organelas possui, pelo 
menos, uma protefna Rab em sua superficie citosolica (Tabela 13-1). Sua distribuigao 
altamente seletiva nesses sistemas de membrana torna as protemas Rab marcadores 
moleculares ideais para identificar cada tipo de membrana e guiar o trafego de vesiculas 
entre elas. As protemas Rab podem atuar nas vesiculas de transporte, nas membranas- 
-alvo ou em ambas. 
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pfLocalizagoes subcelulares de algumas proteinas Rab 

Proteina Organela 

Rabl 

RE e aparelho de Golgi 

Rab2 

Rede c/s de Golgi 

Rab3A 

Vesiculas sinapticas, vesiculas de secregao 

Rab4/Rab11 

Endossomos de reciclagem 

Rab5 

Endossomos primarios, membrana plasmatica, vesiculas revestidas por clatrina 

Rab6 

Golgi medio e trans 

Rab7 

Endossomos tardios 

Rab8 

Cilios 

Rab9 

Endossomos tardios, trans Golgi 


A semelhanga das GTPases de recrutamento de revestimento, as protemas Rab alter- 
nam entre a membrana e o citosol e regulam a montagem reversivel dos complexos protei- 
cos da membrana. Em seu estado ligado a GDP, elas sao inativas e ligadas a outra protema 
(inibidor de dissociagao Rab-GDP, ou GDI) que as mantem soluveis no citosol; em seu es¬ 
tado ligado a GTP, elas sao ativas e intimamente associadas a membrana de uma organela 
ou vesicula de transporte. As Rab-GEFs ligadas a membrana ativam as protemas Rab tanto 
nas membranas de vesicula de transporte quanto nas membranas-alvo; para alguns even- 
tos de fusao de membrana, as moleculas Rab ativadas sao necessarias em ambos os lados 
da reagao. Uma vez no estado ligado a GTP e ligado a membrana por uma ancora lipidica, 
agora exposta, as protemas Rab se ligam a outras protemas, chamadas de efetoras de Rab, 
que sao mediadores a jusante do transporte vesicular, entrelagamento da membrana e fu¬ 
sao da membrana (Figura 13-16). A taxa de hidrolise de GTP determina a concentragao de 
Rab ativa e, como consequencia, a concentragao de suas efetoras na membrana. 

Ao contrario da estrutura altamente conservada das protemas Rab, as estruturas e 
fungoes das efetoras de Rab variam bastante, e as mesmas protemas Rab muitas vezes po- 
dem se ligar a varios efetores diferentes. Algumas efetoras de Rab sao protemas motoras 
que propulsionam as vesiculas ao longo de filamentos de actina ou de microtubulos para 
as suas membranas-alvo. Outros sao protemas de aprisionamento, algumas das quais tern 
longos dommios filamentosos que servem como “linhas de pesca” que podem se estender 
para ligar duas membranas que estao separadas por mais de 200 nm; outras protemas de 
aprisionamento sao complexos proteicos grandes que unem duas membranas que estao 
mais proximas e interagem com uma ampla variedade de outras protemas que facilitam a 
etapa de fusao da membrana. O complexo de aprisionamento que ancora as vesiculas re- 
vestidas por COPII, por exemplo, contem uma protema-cinase que fosforila as protemas do 
revestimento para completar o processo de retirada do revestimento. Acoplar a retirada do 


Figura 13-16 Aprisionamento de 
uma vesicula de transporte a uma 
membrana-alvo. As proteinas efetoras de 
Rab interagem com proteinas Rab ativas 
(Rab-GTPs, amarelo), localizadas na mem¬ 
brana-alvo, na membrana da vesicula ou 
em ambas, para estabelecer a primeira co- 
nexao entre duas membranas que irao se 
fundir. No exemplo mostrado aqui, o efe- 
tor de Rab e uma proteina filamentosa de 
aprisionamento ( verde-escuro). A seguir, 
proteinas SNARE nas duas membranas 
C vermelho e azul) se pareiam, ancorando a 
vesicula a membrana-alvo e catalisando a 
fusao das duas bicamadas lipidicas sobre- 
postas. Durante a ancoragem e fusao, urn 
Rab-GAP (nao mostrado) induz a proteina 
Rab a hidrolisar seu GTP ligado a GDP, 
levando a Rab a se dissociar da membrana 
e retornar ao citosol como Rab-GDP, onde 
e ligado a uma proteina GDI que mantem 
a Rab soluvel e inativa. 
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revestimento com a entrega da vesicula ajuda a garantir a direcionalidade do processo de 
transporte e fusao com a membrana apropriada. As efetoras de Rab tambem podem inte- 
ragir com SNAREs para acoplar o aprisionamento da membrana a fusao (ver Figura 13-16). 

A montagem das protemas Rab e de suas efetoras sobre uma membrana e coope- 
rativa e resulta na formagao de fragmentos de membrana grandes e especializados. A 
Rab5 ; por exemplo, agrega-se a endossomos e intercede na captura de vesiculas endoci- 
ticas oriundas da membrana plasmatica. A deplegao experimental de Rab5 causa o desa- 
parecimento do sistema inteiro de membranas endossomica e lisossomica, destacando 
o papel crucial das protemas Rab na biogenese e manutengao de organelas. 

Um dominio Rab5 concentra protemas de aprisionamento que pegam as vesiculas 
que estao chegando. Sua montagem nas membranas endossomicas comega quando o 
complexo Rab5-GDP/GDI encontra um Rab-GEF. O GDI e liberado e o Rab5-GDP e con- 
vertido a Rab5-GTP. O Rab5-GTP ativo se ancora a membrana e recruta mais Rab5-GEF 
ao endossomo, estimulando, dessa forma, o recrutamento de mais Rab5 para o mesmo 
lugar. Alem disso, a Rab5 ativada ativa uma PI3-cinase, que converte, localmente, PI em 
PI(3)P, que, por sua vez, se liga a algumas das efetoras de Rab, incluindo protemas de 
aprisionamento, e estabiliza sua ligagao local a membrana (Figura 13-17). Esse tipo de 
retroalimentagao positiva amplifica o processo de montagem e ajuda a estabelecer do¬ 
mmios de membrana funcionalmente distintos dentro de uma membrana contmua. 

A membrana endossomica e um otimo exemplo de como diferentes protemas Rab 
e suas efetoras ajudam a criar multiplos dommios de membrana especializados, cada um 
preenchendo um conjunto particular de fungoes. Assim, enquanto o dominio de mem¬ 
brana Rab5 recebe as vesiculas endociticas que chegam da membrana plasmatica, os 
dommios distintos Rabl 1 e Rab4 na mesma membrana organizam o brotamento de vesi¬ 
culas recicladoras que devolvem protemas do endossomo para a membrana plasmatica. 

Cascatas de Rab podem alterar a identidade de uma organela 

Um dominio Rab pode ser desmontado e substituido por um dominio Rab diferente, 
mudando a identidade de uma organela. Tal recrutamento ordenado de protemas Rab 
atuando de forma sequencial e chamado de cascata de Rab. Com o tempo, por exemplo, 
os dommios Rab5 sao substituidos por dommios Rab7 nas membranas endossomicas. 
Isso converte um endossomo primario, marcado por Rab5, em um endossomo tardio, 
marcado por Rab7. Uma vez que o conjunto de efetoras de Rab recrutado pela Rab7 e 
diferente do recrutado pela Rab5, essa mudanga reprograma o compartimento: como dis- 
cutimos adiante, ela altera a dinamica da membrana, incluindo o trafego de chegada e de 
partida, e reposiciona a organela longe da membrana plasmatica em diregao ao interior 
celular. Toda a carga contida no endossomo primario que nao foi reciclada para a mem¬ 
brana plasmatica agora faz parte do endossomo tardio. Esse processo tambem e referido 
como maturagao do endossomo. A natureza autoamplificadora dos dommios Rab torna o 
processo de maturagao do endossomo unidirecional e irreversivel (Figura 13-18). 

SNAREs sao mediadoras da fusao de membranas 

Uma vez que uma vesicula de transporte tenha sido amarrada a sua membrana-alvo, 
ela descarrega a sua carga pela fusao de membranas. A fusao de membranas requer a 


Figura 13-17 Formagao de um domi¬ 
nio Rab5 na membrana do endosso¬ 
mo. Uma Rab5-GEF na membrana do 
endossomo se liga a uma protefna Rab5 
e a induz a trocar GDP por GTP. 0 GDI e 
perdido e a ligagao do GTP altera a con- 
formagao da protefna Rab, expondo uma 
helice anfifflica e um grupo lipfdico ligado 
covalentemente, que, juntos, ancoram o 
Rab5-GTP a membrana. A Rab5 ativada 
ativa a PI 3-cinase, que converte PI em 
PI(3)P Em conjunto, o PI(3)P e a Rab5 ativa 
se ligam a uma variedade de protefnas efe¬ 
toras de Rab que contem sftios de ligagao 
a PI(3)P, incluindo protefnas de aprisiona¬ 
mento filamentosas que capturam vesfcu¬ 
las endociticas revestidas por clatrina que 
chegam da membrana plasmatica. Com a 
ajuda de outro efetor, a Rab5 ativa tam¬ 
bem recruta mais Rab5-GEF, aumentando 
ainda mais a montagem do domfnio Rab5 
na membrana. 

Ciclos controlados de hidrolise de 
GTP e trocas de GDP-GTP regulam dina- 
micamente o tamanho e a atividade de 
tais domfnios Rab. Diferentemente das 
SNAREs, que sao protefnas integrais de 
membrana, o ciclo GDP/GTP, acoplado ao 
ciclo de translocagao membrana/citosol, 
confere a maquinaria Rab a capacidade 
de sofrer montagem e desmontagem na 
membrana. (Adaptada de M. Zerial e H. 
McBride, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2:107- 
1 17, 2001. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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Figura 13-18 Modelo de uma cascata 
de Rab generica. A ativagao local de um 
RabA-GEF leva a montagem de um do- 
mfnio de membrana RabA. A RabA ativa 
recruta suas proteinas efetoras, uma das 
quais e a GEF para a RabB. 0 RabB-GEF 
entao recruta RabB para a membrana, 
que por sua vez comega a recrutar suas 
efetoras, entre elas uma GAP para RabA. 

0 RabA-GAP ativa a hidrolise do RabA- 
-GTP levando a inativagao de RabA e a 
desmontagem do dominio RabA a medida 
que o dominio RabB cresce. Dessa forma, 
o dominio RabA e irreversivelmente subs- 
titufdo pelo dominio RabB. A princfpio, 
tal sequencia pode ser continuada pelo 
recrutamento de um proximo GEF pela 
RabB. (Adaptada de A.H. Hutagalung e PJ. 
Novick, Physiol. Rev. 91:119-149, 2011. 
Com permissao de The American Physiolo¬ 
gical Society.) 
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aproximagao das bicamadas lipfdicas de duas membranas a 1,5 nm uma da outra para 
que possam se juntar. Quando as membranas estao com tal proximidade, os lipideos 
podem fluir de uma bicamada para a outra. Para tal aproximagao estreita, a agua deve ser 
deslocada da superficie hidrofilica da membrana - um processo que e energeticamente 
muito desfavoravel e requer proteinas de fusao especializadas que superam essa barreira 
energetica. Ja discutimos o papel da dinamina em uma tarefa relacionada durante o des- 
tacamento de vesiculas revestidas por clatrina (ver Figura 13-13). 

As proteinas SNARE (tambem chamadas de SNAREs, para abreviar) catalisam as 
reagoes de fusao das membranas no transporte vesicular. Existem, pelo menos, 35 SNAREs 
diferentes em uma celula animal, cada uma associada a uma organela particular nas vias 
secretora ou endocitica. Essas proteinas transmembrana existem como conjuntos com- 
plementares, sendo que as v-SNAREs em geral sao encontradas nas membranas das vesi¬ 
culas, e as t-SNAREs costumam ser encontradas nas membranas-alvo (ver Figura 13-16). 
Uma v-SNARE e uma cadeia polipeptidica unica, enquanto uma t-SNARE geralmente e 
composta de tres proteinas. As v-SNAREs e as t-SNAREs possuem dommios helicoidais ca- 
racterfsticos, e, quando uma v-SNARE interage com uma t-SNARE, os dommios helicoidais 
de uma envolvem os dommios da outra para formar um feixe estavel de quatro helices. Os 
complexos trans-SNARE resultantes prendem as duas membranas juntas. Ensaios bioqui- 
micos de fusao de membranas com todas as diferentes combinagoes de SNARE mostram 
que o pareamento das v e t-SNAREs e altamente especifico. Assim, as SNAREs proporcio- 
nam uma etapa adicional de especificidade no processo de transporte, ajudando a garantir 
que as vesiculas se fusionem somente com a membrana-alvo correta. 

Os complexos trans-SNARE catalisam a fusao de membranas ao utilizar a energia 
que e liberada quando as helices participantes se enrolam uma na outra para juntar as 
faces das membranas, enquanto expelem as moleculas de agua para fora da interface 
(Figura 13-19). Quando os lipossomos contendo v-SNAREs purificadas sao misturados 
a lipossomos contendo as t-SNAREs complementares, as suas membranas fundem-se, 
embora lentamente. Na celula, outras proteinas recrutadas para o sitio de fusao, presu- 
mivelmente efetoras de Rab, cooperam com as SNAREs para acelerar a fusao. A fusao 
nem sempre ocorre logo apos o pareamento de v-SNAREs e t-SNAREs. Conforme discuti- 
remos adiante, no processo de exocitose regulada, a fusao e retardada ate que a secregao 
seja desencadeada por um sinal extracelular especifico. 

As proteinas Rab, que podem regular a disponibilidade das proteinas SNARE, 
exercem uma barreira adicional de controle. As t-SNAREs em membranas-alvo estao 
frequentemente associadas a proteinas inibitorias que devem ser liberadas antes que a 
t-SNARE possa funcionar. As proteinas Rab e suas efetoras desencadeiam a liberagao de 
tais proteinas inibidoras de SNARE. Dessa forma, as proteinas SNARE sao concentradas 
e ativadas no local correto da membrana, onde as proteinas de aprisionamento captu- 
ram as vesiculas que entram. As proteinas Rab, entao, aceleram o processo pelo qual as 
proteinas SNARE apropriadas de duas membranas se encontram. 

Figura 13-19 Modelo de como as proteinas SNARE podem catalisar fusoes de 
membrana. A fusao de bicamadas ocorre em multiplas etapas. Um pareamento aperta- 
do de v-SNAREs e t-SNAREs forga as bicamadas lipfdicas a justaposigao estreita e expele 
as moleculas de agua da interface. Moleculas lipfdicas dos dois folhetos (citosolicos) par¬ 
ticipantes da bicamada entao fluem entre as membranas para formar uma haste conec- 
tora. Os lipideos dos dois folhetos nao citosolicos entao entram em contato uns com os 
outros, formando uma nova bicamada, que alarga a zona de fusao ( hemifusao , ou meia 
fusao). A ruptura da nova bicamada completa a reagao de fusao. 
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Para que o transporte vesicular funcione normalmente, as vesiculas de transporte 
devem incorporar as protemas SNARE e Rab apropriadas. Nao e surpresa, portanto, que 
muitas vesiculas de transporte serao formadas somente se incorporarem o complemento 
apropriado de protemas SNARE e Rab em suas membranas. De que forma esse processo 
de controle crucial opera durante o brotamento da vesicula ainda permanece um misterio. 

SNAREs atuantes precisam ser afastadas antes que possam 
funcionar novamente 

A maioria das protemas SNARE nas celulas ja participou de turnos multiplos de trans¬ 
porte vesicular e, algumas vezes, estao presentes em uma membrana como complexos 
estaveis com SNAREs parceiras. Os complexos devem ser desmontados antes que as 
SNAREs possam mediar novos turnos de transporte. Uma protema crucial, chamada de 
NSF, alterna-se entre as membranas e o citosol e catalisa o processo de desmontagem. A 
NSF e uma ATPase hexamerica da familia das AAA-ATPases (ver Figura 6-85) que usa a 
energia da hidrolise do ATP para resolver as interagoes estreitas entre os dommios heli- 
coidais das protemas SNAREs (Figura 13-20). A necessidade da reativagao das SNAREs 
mediada por NSF pela desmontagem dos complexos de SNAREs ajuda a evitar que as 
membranas se fundam indiscriminadamente: se as t-SNAREs de uma membrana-alvo 
estivessem sempre ativas, qualquer membrana contendo uma v-SNAREs apropriada po- 
deria se fusionar sempre que as duas membranas fizessem contato. Nao se sabe como 
a atividade da NSF e controlada de forma que a maquinaria da SNARE seja ativada no 
momento e local corretos. Tambem nao se sabe como as v-SNAREs sao seletivamente 
recuperadas e devolvidas ao seu compartimento de origem para que possam ser reutili- 
zadas em vesiculas transportadoras recem-formadas. 

A fusao da membrana e importante em outros processos alem do transporte ve¬ 
sicular. As membranas plasmaticas de um espermatozoide e de um ovulo se fusionam 
durante a fertilizagao, e os mioblastos se fusionam um com o outro durante o desen- 
volvimento de fibras musculares multinucleadas (discutido no Capitulo 22). Da mesma 
forma, a rede do RE e as mitocondrias se fundem e se fragmentam de forma dinamica 
(discutido nos Capitulos 12 e 14). Todas as fusoes de membranas celulares demandam 
protemas especiais e sao reguladas rigidamente para garantir que somente as membra¬ 
nas apropriadas se fusionem. Os controles sao cruciais para a manutengao da identidade 
das celulas e da individualidade de cada tipo de compartimento intracelular. 

As fusoes de membranas catalisadas por protemas de fusao virais sao bem conhe- 
cidas. Tais protemas tern papel crucial ao permitir a entrada de virus envelopados (que 
possuem um revestimento de membrana baseado em bicamada lipidica) nas celulas que 
eles infectam (discutido nos Capitulos 5 e 23). Por exemplo, os virus como o virus da 
imunodeficiencia humana (HIV), que causa a Aids, ligam-se a receptores da superficie 
celular e, entao, fundem-se com a membrana plasmatica da celula-alvo (Figura 13-21). 
Esse evento de fusao permite que o acido nucleico viral dentro do nucleocapsideo entre 
no citosol, onde se replica. Outros virus, como o virus da gripe (influenzavlrus), primeiro 
entram na celula por endocitose mediada por receptores (discutido adiante) e sao entre- 
gues aos endossomos; o baixo pH dos endossomos ativa uma protema de fusao do en¬ 
velope viral que catalisa a fusao das membranas viral e endossomica, liberando o acido 
nucleico viral no citosol. As protemas de fusao virais e as SNAREs promovem a fusao de 
bicamadas lipidicas de maneiras semelhantes. 



Figura 13-20 Dissocia^ao de pares de 
SNARE por NSF apos um ciclo de fusao 
da membrana. Apos uma v-SNARE e uma 
t-SNARE terem mediado a fusao de uma 
vesicula de transporte com uma membra¬ 
na-alvo, a NSF se liga ao complexo SNARE 
e, com a ajuda de proteinas acessorias, 
hidrolisa ATP para dissociar as SNAREs. 
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Figura 13-21 Entrada de virus envelo- 
pados nas celulas. Micrografias eletroni- 
cas mostrando como o HIV entra em uma 
celula pela fusao de sua membrana com a 
membrana plasmatica da celula. (De B.S. 
Stein etal., Cell 49:659-668, 1987. Com 
permissao de Elsevier.) 
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O transporte direto e seletivo de componentes particulares de membrana de um compar- 
timento enclausurado por membrana a outro em uma celula eucariotica mantem as di- 
ferengas entre esses compartimentos. As vesiculas de transporte, que podem ser esfericas, 
tubulares ou deformatos irregulares, brotam de regides revestidas especializadas da mem¬ 
brana doadora. A montagem do revestimento ajuda a coletar membranas especificas e 
moleculas-carga soluveis para o transporte e para aformagao da vesicula. 

Existem varios tipos de vesiculas revestidas. As mais bem caracterizadas sao as re¬ 
vestidas por clatrina, que medeiam o transporte a partir da membrana plasmatica e da 
rede trans de Golgi, e as revestidas por COPI e COPII, que medeiam o transporte entre as 
cisternas de Golgi e entre oREeo aparelho de Golgi. Os revestimentos tern uma estrutura 
comum de duas camadas: uma camada interna formada de proteinas adaptadoras une 
a camada externa (ou gaiola) a membrana da vesicula e tambem aprisiona moleculas- 
-carga especificas para empacota-las na vesicula. O revestimento e desfeito antes que a 
vesicula se fusione com a membrana-alvo apropriada. 

A sintese local de fosfoinositideos especificos cria sitios de ligagao que desenca- 
deiam a montagem do revestimento de clatrina e o brotamento da vesicula. Alem disso, as 
GTPases monomericas ajudam a regular varias etapas do transporte vesicular, incluindo 
o brotamento e a ancoragem de vesiculas. As GTPases de recrutamento de revestimento, 
incluindo Sari e as proteinas ARF, regulam a montagem e a desmontagem do revestimen¬ 
to. Uma grande familia de proteinas Rab funciona como GTPases de direcionamento de 
vesiculas. As proteinas Rab sao recrutadas tanto nas vesiculas de transporte emforma- 
gao quanto nas membranas-alvo. A montagem e desmontagem das proteinas Rab e suas 
efetoras em dominios de membrana especializados sao controladas dinamicamente pela 
ligagao e hidrolise de GTP. As proteinas Rab ativas recrutam as efetoras de Rab, como 
proteinas motoras, que transportam as vesiculas ao longo de filamentos de actina ou mi- 
crotubulos, e proteinas de aprisionamento filamentosas, que ajudam a garantir que as 
vesiculas entreguem seu conteudo somente a membrana-alvo apropriada. As proteinas 
complementares v-SNARE das vesiculas de transporte e as t-SNARE da membrana-alvo 
formam complexos trans-SNAREs estaveis queforgam as duas membranas em justaposi- 
gao estreita para que suas bicamadas lipidicas possam fusionar-se. 

TRANSPORTE DO RE ATRAVES DO APARELHO DE GOLGI 

Conforme discutido no Capitulo 12, as proteinas recem-sintetizadas atravessam a mem¬ 
brana do RE, a partir do citosol, para entrar na via secretora. Durante o seu transporte sub- 
sequente, do RE para o aparelho de Golgi e do aparelho de Golgi para a superficie celular 
ou outro local, essas protemas sao sucessivamente modificadas a medida que passam 
atraves de uma serie de compartimentos. A transference de um compartimento para o 
proximo envolve um equilibrio delicado entre as vias de progressao e de retrocesso (recu- 
peragao). Algumas vesiculas de transporte selecionam moleculas-carga e as movem para 
o proximo compartimento da via, enquanto outras recolhem protemas perdidas e as retor- 
nam ao compartimento previo onde elas normalmente funcionam. Assim, avia a partir do 
RE para a superficie celular envolve muitas etapas de classificagao que selecionam conti- 
nuamente protemas de membrana e luminais soluveis para empacotamento e transporte. 

Nesta segao, nos concentraremos sobretudo no aparelho de Golgi (tambem cha- 
mado de complexo de Golgi). E um local principal de sintese de carboidratos, bem como 
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uma estagao de classificagao e de destinagao de produtos do RE. A celula produz muitos 
polissacarfdeos no aparelho de Golgi, incluindo a pectina e a hemicelulose da parede ce- 
lular de vegetais, e a maioria dos glicosaminoglicanos da matriz extracelular de animais 
(discutido no Capitulo 19). O aparelho de Golgi tambem se posiciona na rota de saida 
do RE, e uma grande proporgao dos carboidratos que ele produz e conectada como ca- 
deias laterais de oligossacarideos em muitas protemas e lipideos que o RE envia para ele. 
Um subconjunto desses oligossacarideos serve como rotulo para direcionar protemas 
especfficas a vesfculas que, entao, as transportam para os lisossomos. Mas a maioria das 
protemas e lipideos, uma vez que tenham adquirido os seus oligossacarideos apropria- 
dos no aparelho de Golgi, sao reconhecidos em outras vias e direcionados para dentro de 
vesfculas de transporte que vao para outros destinos. 


Proteinas deixam o RE em vesfculas de transporte revestidas por 
COPII 


Para iniciar a sua jornada ao longo da via secretora, as protemas que entraram no RE e 
que sao destinadas ao aparelho de Golgi ou alem sao primeiramente empacotadas em ve¬ 
sfculas de transporte revestidas por COPII. Essas vesfculas brotam de regioes especializa- 
das do RE chamadas de sitios de saida do RE, cujas membranas nao possuem ribossomos 
ligados. A maioria das celulas animais possui sitios de saida dispersos pela rede do RE. 

A entrada em vesfculas que saem do RE pode ser um processo seletivo ou pode acon- 
tecer por padrao. Muitas protemas de membrana sao recrutadas ativamente para dentro de 
tais vesfculas, onde elas ficam concentradas. Essas protemas-carga de membrana apresen- 
tam sinais de saida (transporte) na sua superffcie citosolica que as protemas adaptadoras 
do revestimento interno de COPII reconhecem (Figura 13-22); alguns desses componentes 
agem como receptores de carga e sao reciclados de volta para o RE depois que entregarem 
sua carga no aparelho de Golgi. As protefnas-carga soluveis no lumen do RE, ao contrario, 
possuem sinais de saida que as ligam aos receptores de carga transmembrana. Protemas 
sem sinais de saida tambem podem entrar nas vesfculas de transporte, incluindo molecu- 
las proteicas que em geral funcionam no RE (assim chamadas protemas residentes no RE), 
algumas das quais vazam lentamente para fora do RE e sao entregues no aparelho de Golgi. 
Protefnas-carga diferentes entram nas vesfculas de transporte a velocidades e eficiencias 
substancialmente diferentes, que podem resultar de diferengas em sua eficiencia de enove- 
lamento e oligomerizagao e cinetica, assim como os fatores ja discutidos. A etapa de saida 
do RE e o principal ponto de verificagao no qual o controle de qualidade e exercido sobre as 
protemas que a celula secreta ou dispoe na sua superffcie, como discutido no Capitulo 12. 

Os sinais de saida que direcionam as protemas soluveis para fora do RE para serem 
transportadas para o aparelho de Golgi e alem dele nao sao bem conhecidos. Algumas 
protemas transmembrana que servem como receptores de carga para empacotar algu¬ 
mas protemas de secregao dentro de vesfculas revestidas por COPII sao lectinas que se 
ligam a oligossacarideos nas protemas secretadas. Uma dessas lectinas, por exemplo, se 
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Figura 13-22 Recrutamento de mole- 
culas-carga de membrana e soluveis 
para dentro de vesfculas de transporte 

do RE. As proteinas de membrana sao 
empacotadas em vesfculas de transporte 
em brotamento por interagoes dos sinais 
de saida nas suas caudas citosolicas com 
as proteinas adaptadoras no revestimen¬ 
to interno de COPII. Algumas dessas 
proteinas de membrana funcionam como 
receptores de carga, ligando-se a proteinas 
soluveis no lumen do RE e ajudando 
a empacota-las em vesfculas. Outras 
proteinas podem entrar na vesicula por 
fluxo em massa. Uma vesicula de transpor¬ 
te de 50 nm tfpica contem cerca de 200 
proteinas de membrana, que podem ser 
de muitos tipos diferentes. Como indica- 
do, proteinas nao enoveladas ou enove¬ 
ladas de forma incompleta sao ligadas a 
chaperonas e retidas transitoriamente no 
compartimento do RE. 
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Figura 13-23 Fusao homotipica de 
membranas. Na etapa 1, a NSF afasta os 
pares identicos de v-SNAREs e t-SNAREs 
de ambas as membranas (ver Figura 13- 
20). Nas etapas 2 e 3, o par separado 
de SNAREs de membranas adjacentes e 
identicas interage, o que leva a fusao de 
membranas e a formagao de um compar- 
timento continuo. Subsequentemente, o 
compartimento cresce por fusao homotfpi- 
ca posterior com vesiculas do mesmo tipo 
de membrana, exibindo SNAREs pareaveis. 
A fusao homotipica ocorre quando as 
vesiculas de transporte derivadas do RE se 
fundem umas com as outras, mas tambem 
quando os endossomos se fundem para 
gerar endossomos maiores. As proteinas 
Rab ajudam a regular a extensao da 
fusao homotipica e, assim, o tamanho 
dos compartimentos em uma celula (nao 
mostrado). 


liga a manose em dois fatores de coagulagao sangumeos (fator V e fator VIII), empaco- 
tando, dessa forma, as proteinas em vesiculas de transporte no RE; seu pap el no trans¬ 
porte de proteinas foi identificado porque os humanos que nao a possuem em fungao de 
uma mutagao hereditaria tern niveis reduzidos de fatores V e VIII no soro, e eles, como 
consequencia, sangram excessivamente. 

Apenas as proteinas que sao enoveladas e montadas 
adequadamente podem deixar o RE 

Para sair do RE, as proteinas devem ser enoveladas de forma adequada e, se forem su- 
bunidades de complexos multiprotemas, elas precisam ser completamente montadas. 
Aquelas que forem enoveladas incorretamente ou montadas de forma incompleta per- 
manecem temporariamente no RE, onde sao ligadas a proteinas chaperonas (discutido 
no Capitulo 6), como BiP ou calnexina. As chaperonas podem encobrir os sinais de saida 
ou, de alguma forma, ancorar as proteinas no RE. Tais proteinas deficientes sao por fim 
transportadas de volta ao citosol, onde sao degradadas por proteassomos (discutidos nos 
Capitulos 6 e 12). Essa etapa de controle de qualidade evita o transporte subsequente de 
proteinas inadequadamente enoveladas ou montadas, que poderiam potencialmente in- 
terferir com as fungoes das proteinas. Tais falhas sao surpreendentemente comuns. Mais 
de 90% das subunidades de receptores de celulas T recem-sintetizadas (discutidas no 
Capitulo 24) e do receptor de acetilcolina (discutido no Capitulo 11), por exemplo, costu- 
mam ser degradadas sem sequer alcangar a superficie celular onde funcionam. Portanto, 
as celulas devem produzir um grande excesso de algumas moleculas proteicas para sele- 
cionar as poucas que se conformam, montam e funcionam de modo apropriado. 

Algumas vezes, entretanto, existem desvantagens para o mecanismo de controle 
preciso. As mutagoes predominantes que causam a fibrose cistica, uma doenga heredita¬ 
ria comum, resultam na produgao de uma forma levemente mal enovelada de uma pro- 
teina da membrana plasmatica importante para o transporte de Cl". Embora a proteina 
mutante funcionasse normalmente se chegasse a membrana plasmatica, ela e retida no 
RE, sendo entao degradada pelos proteassomos. A doenga devastadora resulta, entao, 
nao porque a mutagao inativa a proteina, mas porque a proteina ativa e descartada antes 
que ela alcance a membrana plasmatica. 

Agrupamentos tubulares de vesiculas sao mediadores do 
transporte do RE para o aparelho de Golgi 

Depois de as vesiculas de transporte terem brotado dos sitios de saida do RE e terem 
perdido seu revestimento, elas comegam a se fundir uma com a outra. A fusao de mem¬ 
branas do mesmo compartimento e chamada de fusao homotipica, para distingui-la da 
fusao heterotipica, na qual uma membrana de um compartimento fusiona-se a mem¬ 
brana de um compartimento diferente. Assim como a fusao heterotipica, a homotipica 
requer um conjunto de SNAREs pareaveis. Nesse caso, entretanto, a interagao e simetri- 
ca, com ambas as membranas contribuindo com v-SNAREs e t-SNAREs (Figura 13-23). 

As estruturas formadas quando as vesiculas derivadas do RE se fundem umas as 
outras sao chamadas de agrupamentos tubulares de vesiculas, de acordo com sua apa- 
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Agrupamento tubular de vesfcula 




Figura 13-24 Agrupamentos tubulares de vesfculas. (A) Uma micrografia eletronica de agrupamentos 
tubulares de vesfculas se formando ao redor de um sftio de safda. Muitas das estruturas semelhantes a vesf¬ 
culas vistas na micrografia sao cortes transversais de tubulos que se estendem acima e abaixo do piano deste 
corte fino e estao interconectados. (B) Os agrupamentos tubulares de vesfculas movem-se ao longo de mi- 
crotubulos para carregar protefnas do RE para o aparelho de Golgi. Vesfculas revestidas por COPI medeiam o 
brotamento de vesfculas que retornam para o RE desses agrupamentos (e do aparelho de Golgi). (A, cortesia 
de William Balch.) 


rencia ondulada observada ao microscopio eletronico (Figura 13-24A). Esses agrupa¬ 
mentos constituem um compartimento separado do RE e que nao possui muitas das 
protemas que funcionam no RE. Eles sao gerados continuamente e funcionam como 
pacotes de transporte que trazem material do RE para o aparelho de Golgi. Os agrupa¬ 
mentos se movem rapidamente ao longo dos microtubulos para o aparelho de Golgi com 
o qual se fundem (Figura 13-24B e Animagao 13.2). 

Logo que os agrupamentos tubulares de vesfculas se formam, eles comegam a brotar 
suas proprias vesfculas. Diferentemente das vesfculas revestidas por COPII que brotam 
do RE, essas vesfculas sao revestidas por COPI (ver Figura 13-24A). As vesfculas revesti¬ 
das por COPI sao unicas no sentido de que os componentes que formam as camadas de 
revestimento interna e externa sao recrutados como um complexo pre-montado chama- 
do coatdmero. Eles funcionam como uma via de recuperagao, trazendo de volta protemas 
residentes no RE que tenham escapado, assim como protefnas como receptores de carga e 
SNAREs que participaram no brotamento do RE e nas reagoes de fusao de vesfculas. Esse 
processo de recuperagao demonstra os mecanismos de controle peculiares que regulam as 
reagoes de montagem de revestimento. A montagem do revestimento COPI comega ape- 
nas segundos depois que os revestimentos de COPII tenham sido desprendidos, e perma- 
nece sendo um misterio como tal alternancia na montagem do revestimento e controlada. 

O transporte de recuperagao (ou retrogrado) continua a medida que os agrupa¬ 
mentos tubulares de vesfculas se movem em diregao ao aparelho de Golgi. Assim, os 
agrupamentos amadurecem de maneira continua, mudando gradualmente as suas com- 
posigoes conforme as protemas selecionadas sao devolvidas para o RE. A recuperagao 
continua a partir do aparelho de Golgi depois que os agrupamentos tubulares de vesfcu¬ 
las tenham entregado as suas cargas. 

A via de recuperagao para o RE utiliza sinais de selegao 

Avia de recuperagao para trazer de volta ao RE as protemas que escaparam depende dos 
sinais de recuperagao do RE. As protemas de membrana residentes no RE, por exemplo, 
contem sinais que se ligam diretamente aos revestimentos de COPI e sao, assim, empa- 
cotadas nas vesfculas de transporte revestidas por COPI para a entrega retrograda ao RE. 
O sinal de recuperagao deste tipo mais bem caracterizado consiste em duas lisinas, se- 
guidas por quaisquer outros dois aminoacidos, na extremidade C-terminal das protemas 
de membrana do RE. Esse sinal e chamado de sequencia KKXX, baseado no codigo de 
aminoacidos de uma letra. 

As protemas soluveis residentes no RE, como BiP, tambem contem um curto sinal de 
recuperagao do RE nas suas extremidades C-terminais, mas este e diferente: ele consiste em 
uma sequencia de Lys-Asp-Glu-Leu ou uma sequencia semelhante. Se esse sinal (chamado 
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Figura 13-25 Recuperagao de pro- 
temas soluveis residentes no RE. As 

proteinas residentes que escapam do RE 
sao devolvidas pelo transporte vesicular. 

(A) 0 receptor de KDEL presente em 
agrupamentos tubulares de vesfculas e no 
aparelho de Golgi captura as proteinas 
soluveis residentes no RE e as carrega 

em vesfculas transportadoras revestidas 
por COPI de volta ao RE. (Lembre que as 
vesfculas revestidas por COPI perdem seu 
revestimento logo que sao formadas.) 
Apos a ligagao dos seus ligantes no agru- 
pamento tubular ou Golgi, o receptor 
de KDEL pode mudar a conformagao, de 
forma a facilitar seu recrutamento para 
dentro das vesfculas COPI em brotamento. 

(B) A recuperagao das proteinas do RE 
comega em agrupamentos tubulares de 
vesfculas e continua a partir das ultimas 
partes do aparelho de Golgi. No ambiente 
do RE, as proteinas do RE dissociam-se do 
receptor de KDEL, que e, entao, devolvido 
ao aparelho de Golgi para reutilizagao. Os 
diferentes compartimentos do aparelho 
de Golgi estao sendo discutidos abrevia- 
damente. 


de sequencia KDEL ) for removido da BiP por engenharia genetica, a proteina e secretada 
lentamente da celula. Se o sinal for transferido para uma proteina que normalmente seria 
secretada, a proteina passa a ser devolvida de maneira eficiente para o RE, onde se acumula. 

Diferentemente dos sinais de recuperagao das proteinas de membrana do RE, que 
podem interagir diretamente com o revestimento de COPI, as proteinas residentes no RE 
soluveis devem se ligar a proteinas receptoras especializadas, como o receptor de KDEL 
- uma proteina transmembrana de passagem multipla que se liga a sequencia KDEL e 
empacota qualquer proteina que apresente tal sequencia nas vesiculas de transporte 
retrogrado revestidas por COPI (Figura 13-25). Para executar essa tarefa, o proprio re¬ 
ceptor de KDEL deve alternar entre o RE e o aparelho de Golgi, e a sua afinidade por 
sequencias KDEL deve ser diferente nesses dois compartimentos. O receptor deve ter 
uma alta afinidade pela sequencia KDEL nos agrupamentos tubulares de vesiculas e no 
aparelho de Golgi, de forma a capturar proteinas soluveis residentes no RE que escapa- 
ram e que estejam presentes em baixas concentragoes nesses locais. Ele deve ter uma 
baixa afinidade pela sequencia KDEL no RE, entretanto, para descarregar a carga apesar 
da concentragao muito alta de proteinas soluveis residentes no RE que contem KDEL. 

Como a afinidade do receptor de KDEL muda dependendo do compartimento 
onde ele reside? A resposta provavelmente esta relacionada ao baixo pH nos compar¬ 
timentos do Golgi, que e regulado por bombas de H + . Como discutiremos adiante, as 
interagoes proteina-proteina sensiveis a pH formam a base para muitas das etapas de 
selegao de proteinas na celula. 

A maioria das proteinas de membrana que funcionam na interface entre o RE e o 
aparelho de Golgi, incluindo as v e as t-SNAREs e alguns receptores de carga, tambem 
entra na via de recuperagao para o RE. 


Muitas proteinas sao seletivamente retidas nos compartimentos 
onde atuam 

A via de recuperagao de KDEL explica apenas parcialmente como as proteinas residen¬ 
tes no RE sao mantidas no RE. Como mencionado, as celulas que expressam proteinas 
residentes no RE geneticamente modificadas, das quais a sequencia KDEL foi experi- 
mentalmente removida, secretam essas proteinas. Contudo, a taxa de secregao e muito 
mais lenta do que para uma proteina secretora normal. Parece que um mecanismo que 
e independente do sinal KDEL retem normalmente as proteinas residentes no RE e que 
apenas aquelas proteinas que escaparam dessa retengao sao capturadas e devolvidas 
via receptores de KDEL. Um mecanismo de retengao sugerido e que as proteinas resi¬ 
dentes no RE se ligam umas as outras, formando, assim, complexos que sao grandes de- 
mais para entrarem nas vesiculas de transporte de maneira eficiente. Como as proteinas 
residentes no RE estao presentes no RE em concentragoes muito altas (estimadas em 
milimolar), interagoes de afinidades relativamente baixas seriam suficientes para reter a 
maioria das proteinas presas em tais complexos. 
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Figura 13-26 Aparelho de Golgi. (A) Re- 

construgao tridimensional a partir de mi- 
crografias eletronicas do aparelho de Golgi 
em uma celula secretora animal. A face c/s 
das pilhas de Golgi e aquela mais proxima 
ao RE. (B) Uma micrografia eletronica de 
secgao fina de uma celula animal. Em celu- 
las vegetais, o aparelho de Golgi costuma 
ser mais distinto e mais claramente separa- 
do das outras membranas intracelulares do 
que nas celulas animais. (A, redesenhado 
de A. Rambourg e Y. Clermont, Eur. J. Cell 
Biol. 51:189-200, 1990. Com permissao 
de Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft] 

B, cortesia de Brij J. Gupta.) 


A agregagao de protemas que funcionam no mesmo compartimento e um meca- 
nismo geral que os compartimentos usam para organizar e reter as suas protemas resi- 
dentes. As enzimas do Golgi que funcionam juntas, por exemplo, tambem se ligam umas 
as outras e sao, como resultado, impedidas de entrar em vesiculas de transporte que dei- 
xam o aparelho de Golgi. 


O aparelho de Golgi consiste em uma serie ordenada de 
compartimentos 


Por ser seletivamente visualizado com marcagao com prata, o aparelho de Golgi foi uma 
das primeiras organelas descritas pelos primeiros microscopistas opticos. Ele consiste 
em uma colegao de compartimentos achatados definidos por membranas, chamados 
de cisternas, que se assemelham um pouco a uma pilha de panquecas. Cada uma dessas 
pilhas de Golgi consiste normalmente em 4 a 6 cisternas (Figura 13-26), embora alguns 
flagelados unicelulares possam ter mais de 20. Em celulas animais, conexoes tubulares 
entre cisternas correspondentes ligam muitas pilhas, formando, assim, um unico com- 
plexo que costuma estar localizado proximo ao nucleo celular e junto ao centrossomo 
(Figura 13-27 A). Essa localizagao depende dos microtubulos. Se os microtubulos forem 
experimentalmente despolimerizados, o aparelho de Golgi reorganiza-se em pilhas in- 
dividuais que sao encontradas espalhadas pelo citoplasma, adjacentes aos sitios de saida 



Figura 13-27 Localizagao do apare¬ 
lho de Golgi em celulas animais e 
vegetais. (A) Aparelho de Golgi em um 
fibroblasto cultivado, marcado com um 
anticorpo fluorescente que reconhece 
uma proteina residente no Golgi ( laranja 
brilhante). 0 aparelho de Golgi esta po- 
larizado, voltado para a diregao na qual a 
celula estava se movendo antes da fixagao. 
(B) 0 aparelho de Golgi de uma celula ve¬ 
getal que esta expressando uma proteina 
de fusao consistente de uma enzima 
residente no Golgi fusionada a proteina de 
fluorescencia verde. (A, cortesia de John 
Henley e Mark McNiven; B, cortesia de 
Chris Hawes.) 
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do RE. Algumas celulas, incluindo a maioria das celulas vegetais, possuem centenas de 
pilhas de Golgi independentes dispersas pelo citoplasma onde elas costumam se encon- 
trar adjacentes aos sitios de saida do RE (Figura 13-27B). 

Durante a sua passagem pelo aparelho de Golgi, as moleculas transportadas so- 
frem uma serie ordenada de modificagoes covalentes. Cada pilha de Golgi possui duas 
faces distintas: uma face cis (ou face de entrada) e uma face trans (ou face de saida). 
Ambas as faces, cis e trans, estao intimamente associadas a compartimentos especiais, 
cada um composto de uma rede de estruturas tubulares e de cisternas interconectadas: a 
rede cis de Golgi (CGN, do ingles cis Golgi network) e a rede trans de Golgi (TGN, trans 
Golgi network), respectivamente. A CGN consiste em uma colegao de agrupamentos tu¬ 
bulares de vesiculas provenientes do RE. As protemas e os lipideos entram na rede cis de 
Golgi e saem da rede trans de Golgi com destino a superficie celular ou a outro compar- 
timento. Ambas as redes sao importantes para a distribuigao de protemas: as protemas 
que entram na CGN podem ir adiante no aparelho de Golgi ou ser devolvidas para o RE. 
Da mesma forma, as protemas que saem da TGN podem ir adiante e ser distribuidas de 
acordo com seus destinos: endossomos, vesiculas secretoras ou superficie celular. Elas 
tambem podem ser devolvidas para um compartimento anterior. Algumas protemas de 
membrana sao retidas na parte do aparelho de Golgi onde atuam. 

Como descrito no Capitulo 12, um unico tipo de oligossacandeo ligado ao N esta 
conectado em bloco a muitas protemas no RE e depois e aparado enquanto a protema 
ainda esta no RE. Os intermediaries de oligossacarideos gerados pelas reagoes de apara- 
mento servem para auxiliar no enovelamento de protemas e no transporte de protemas 
mal enoveladas ao citosol para degradagao nos proteassomos. Logo, eles desempenham 
um papel importante controlando a qualidade das protemas que saem do RE. Uma vez 
que tais fungoes no RE tenham sido cumpridas, a celula reutiliza os oligossacarideos 
para novas fungoes. Isso comega no aparelho de Golgi, que produz as estruturas hetero- 
geneas de oligossacarideos vistas nas protemas maduras. Depois da chegada na CGN, as 
protemas entram no primeiro dos compartimentos de processamento do Golgi (cister¬ 
nas cis de Golgi). Elas se deslocam, entao, para o proximo compartimento (cisternas me- 
dias) e, finalmente, para as cisternas trans, onde a glicosilagao e completada. Acredita-se 
que o lumen das cisternas trans seja continuo a TGN, local onde as protemas sao segre- 
gadas em diferentes pacotes de transporte e expedidas para seus destinos finais. 

As etapas de processamento de oligossacarideos ocorrem em uma sequencia or- 
ganizada nas pilhas de Golgi, com cada cisterna contendo uma mistura caracteristica de 
enzimas de processamento. As protemas sao modificadas em estagios sucessivos a me- 
dida que se movem de cisterna a cisterna atraves da pilha, de maneira que a pilha forma 
uma unidade de processamento de miiltiplos estagios. 

Pesquisadores descobriram as diferengas funcionais entre as subdivisoes cis, me¬ 
dia e trans do aparelho de Golgi por meio da localizagao das enzimas envolvidas no pro¬ 
cessamento de oligossacarideos ligados ao N em regioes distintas da organela, tanto por 
fracionamento fisico da organela como por marcagao com anticorpos em seegoes para 
microscopia eletronica (Figura 13-28). A remogao da manose e a adigao de A/-acetilgli- 
cosamina, por exemplo, ocorrem nas cisternas cis e media, enquanto a adigao de ga¬ 
lactose e acido sialico ocorre na cisterna trans e na rede trans de Golgi. A Figura 13-29 
resume a compartimentalizagao funcional do aparelho de Golgi. 

Cadeias de oligossacarideos sao processadas no aparelho de Golgi 

Enquanto o lumen do RE e cheio de protemas e enzimas residentes luminais soluveis, as 
protemas residentes no aparelho de Golgi sao todas ligadas a membrana, ja que as reagoes 
enzimaticas parecem ocorrer inteiramente sobre as superficies de membrana. Todas as 
glicosidases e glicosiltransferases do Golgi, por exemplo, sao protemas transmembrana 
de passagem unica, muitas das quais sao organizadas em complexos multienzimaticos. 

Figura 13-28 Compartimentalizagao molecular do aparelho de Golgi. Uma serie de micrografias eletronicas 
mostra o aparelho de Golgi (A) nao corado, (B) corado com osmio, que marca preferencialmente as cisternas do 
compartimento cis, e (C e D) corado para revelar a localizagao de enzimas especificas. A nucleosideo difosfatase e 
encontrada nas cisternas trans de Golgi (C), enquanto a fosfatase acida e encontrada na rede trans de Golgi (D). 
Observe que, em geral mais do que uma cisterna e corada. Acredita-se, portanto, que as enzimas estejam mais 
altamente enriquecidas do que precisamente localizadas em uma cisterna especifica. (Cortesia de Daniel S. Friend.) 
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Duas amplas classes de oligossacarideos ligados ao N, os oligossacarideos com- 
plexos e os oligossacarideos ricos em manose, sao anexadas as glicoprotemas de ma- 
miferos. Algumas vezes, ambos os tipos sao anexados (em diferentes locais) a mesma 
cadeia polipeptidica. Os oligossacarideos complexos sao gerados quando o oligossa¬ 
carideo ligado ao N original adicionado no RE e aparado e agucares complementares 
sao adicionados; ao contrario, os oligossacarideos ricos em manose sao aparados mas 
nao recebem adigao de novos agucares no aparelho de Golgi (Figura 13-30). Os acidos 
sialicos dos oligossacarideos complexos tern importancia especial porque carregam uma 
carga negativa. O fato de um dado oligossacarideo permanecer rico em manose ou ser 


Figura 13-29 Processamento de 
oligossacarideos nos compartimentos 
de Golgi. A localizagao de cada etapa de 
processamento apresentada foi determi- 
nada por uma combinagao de tecnicas, 
incluindo subfracionamento bioquimico 
das membranas do aparelho de Golgi e 
microscopia eletronica apos coloragao com 
anticorpos especificos para algumas das 
enzimas de processamento. As enzimas de 
processamento nao estao restritas a uma 
cisterna em particular; ao contrario, sua 
distribuigao e gradual ao longo das pilhas, 
de forma que as enzimas que atuam pri- 
meiro estejam presentes principalmente 
em cisternas c/s de Golgi e as que atuam 
mais tarde estejam presentes sobretudo 
nas cisternas trans de Golgi. Man, mano¬ 
se; GIcNAc, A/-acetilglicosamina; Gal, ga¬ 
lactose; NANA, acido /V-acetilneuranmnico 
(acido sialico). 
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(B) OLIGOSSACARIDEO COMPLEXO 



(C) OLIGOSSACARIDEO RICO EM MANOSE 


Figura 13-30 As duas principais classes de oligossacarideos ligados a asparagina (ligados ao N) encon- 
tradas em glicoprotemas maduras de mamiferos. (A) Tanto os oligossacarideos complexos quanto os ricos 
em manose compartilham uma regiao central comum derivada do oligossacarideo ligado ao N original adicio¬ 
nado no RE (ver Figura 12-50) e contendo em geral duas /V-acetilglicosaminas (GIcNAc) e tres manoses (Man). 

(B) Cada oligossacarideo complexo consiste em uma regiao central, junto com uma regiao terminal que contem 
um numero variavel de copias de uma unidade trissacahdica especial ( N-acetilglicosamina-galactose-acido si¬ 
alico) ligada as manoses centrais. Frequentemente, a regiao terminal e truncada e contem somente GIcNAc e 
galactose (Gal), ou apenas GIcNAc. Alem disso, uma fucose pode ser adicionada, normalmente a GIcNAc central 
anexada a asparagina (Asn). Assim, embora as etapas de processamento e subsequente adigao de agucares 
sejam rigidamente ordenadas, os oligossacarideos complexos podem ser heterogeneos. Ademais, embora o 
oligossacarideo complexo apresentado tenha tres ramificagoes terminals, duas ou quatro ramificagoes tambem 
sao comuns, dependendo da glicoproteina e da celula onde e produzido. (C) Os oligossacarideos ricos em mano¬ 
se nao sao aparados totalmente ate a regiao central e contem manoses adicionais. Os oligossacarideos hibridos 
com uma ramificagao de Man e uma ramificagao de GIcNAc e Gal tambem sao encontrados (nao mostrado). 

Os tres aminoacidos indicados em (A) constituem a sequencia reconhecida pela enzima oligossacariltrans- 
ferase que adiciona o oligossacarideo inicial a proteina. Ser, serina; Thr, treonina; X, qualquer aminoacido, exceto 
prolina. 
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Figura 13-31 Processamento de oligossacarideos no RE e no aparelho de Golgi. A via de processamento e altamente ordenada, de forma que cada etapa apresen- 
tada depende da etapa anterior. Etapa 1: o processamento comega no RE com a remogao das glicoses do oligossacandeo inicialmente transferido a proteina. Entao, uma 
manosidase da membrana do RE remove uma manose especifica. As etapas remanescentes ocorrem na pilha de Golgi. Etapa 2: a Golgi manosidase I remove mais tres 
manoses. Etapa 3: a A/-acetilglicosamina transferase I adiciona, entao, uma A/-acetilglicosamina. Etapa 4: a manosidase II remove duas manoses adicionais. Isso resulta em 
urn nucleo central, com tres manoses, presente em urn oligossacandeo complexo. Nesse estagio, a ligagao entre as duas /V-acetilglicosaminas do nucleo torna-se resistente 
ao ataque de uma endoglicosidase (Endo H) altamente especifica. Uma vez que todas as ultimas estruturas da via tambem sao Endo H-resistentes, o tratamento com essa 
enzima e amplamente utilizado para distinguir oligossacarideos complexos de oligossacarideos ricos em manoses. Etapa 5: por fim, como representado na Figura 13-30, 
as /V-acetilglicosaminas, as galactoses e os acidos sialicos adicionais sao acrescentados. Essas etapas finais na sintese de urn oligossacandeo complexo ocorrem nos com- 
partimentos de cisterna do aparelho de Golgi: tres tipos de enzima glicosiltransferase agem sequencialmente, usando substratos de agucar que foram ativados por ligagao 
ao nucleotideo indicado; as membranas das cisternas de Golgi contem proteinas carreadoras especfficas que permitem que cada nucleotfdeo de agucar entre em troca de 
nucleosideos fosfatos que sao liberados depois que o agucar e ligado a proteina na face luminal. 

Note que, como uma organela biossintetica, o aparelho de Golgi se diferencia do RE: todos os agucares no Golgi sao montados dentro do lumen do nucleoti¬ 
deo de agucar, enquanto no RE o oligossacandeo ligado ao N precursor e montado parcialmente no citosol e parcialmente no lumen, e a maioria das reagoes lumi- 
nais usam agucares ligados a dilicol como seus substratos (ver Figura 12-51). 


processado depende em grande parte de sua posigao na proteina. Se o oligossacandeo 
for acessivel as proteinas processadoras no aparelho de Golgi, e provavel que ele seja 
convertido a uma forma complexa; se ele estiver inacessivel por seus agucares estarem 
firmemente presos a superficie proteica, e provavel que permanega na forma rica em 
manose. O processamento que gera cadeias de oligossacarideos complexos segue a via 
altamente ordenada apresentada na Figura 13-31. 

Alem dessas trivialidades no processamento de oligossacarideos que sao com- 
partilhadas pela maioria das celulas, os produtos das modificagoes dos carboidratos, 
que sao conduzidas no aparelho de Golgi, sao altamente complexos e deram origem a 
um novo campo de estudo chamado de glicobiologia. O genoma humano, por exem- 
plo, codifica centenas de glicosiltransferases e muitas glicosidases de Golgi diferen- 
tes, que sao expressas diferentemente de um tipo de celula para outro, resultando em 
uma variedade de formas glicosiladas de uma dada proteina ou lipideo em diferentes 
tipos celulares e em estagios variados de diferenciagao, dependendo do espectro de 
enzimas expressas pela celula. A complexidade das modificagoes nao esta limitada aos 
oligossacarideos ligados ao N, mas tambem ocorre em agucares ligados ao O, como 
discutiremos a seguir. 

Os proteoglicanos sao montados no aparelho de Golgi 

Alem das alteragoes de oligossacarideos ligados ao N feitas nas proteinas a medida que 
passam pelas cisternas de Golgi em rota do RE para os seus destinos finais, muitas protei¬ 
nas sao modificadas tambem no aparelho de Golgi de outras maneiras. Algumas protei¬ 
nas tern agucares adicionados a grupos hidroxila de serinas e treoninas selecionadas, ou, 
em alguns casos - como os colagenos - a cadeias laterais de prolina e lisina hidroxiladas. 
Essa glicosilagao ligada ao O (Figura 13-32), como a extensao das cadeias oligossaca- 
ridicas ligadas ao N, e catalisada por uma serie de enzimas do tipo glicosiltransferases 
que utilizam os nucleotideos de agucar do lumen do aparelho de Golgi para adicionar 
















































CAPITULO 13 Trafego intracelular de vesfculas 719 


GLICOSILAgAO LIGADA AO N 

GLICOSILAgAO LIGADA AO 0 

Cadeia principal proteica 
r 

Cadeia principal proteica 
r 

v_ 

1 

V. 

1 

cn 2 

H 3 C —CH 

1 



Treonina 



oligossacaridica 


Remanescente da cadeia 
lateral oligossacaridica 


agucares a uma protema, um de cada vez. Em geral, a A/-acetilglicosamina e adicionada 
primeiro, seguida por um numero variavel de agucares adicionais, variando de apenas 
alguns poucos ate dez ou mais. 

O aparelho de Golgi confere a glicosilagao ligada ao O mais forte de todas as mu- 
cinas, as glicoprotemas das secregoes de muco, e as protemas-nucleo de proteoglicanos, 
que ele modifica para produzir proteoglicanos. Como discutido no Capitulo 19, esse 
processo envolve a polimerizagao de uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (lon- 
gos poli'meros nao ramificados compostos de unidades dissacaridicas repetidas; ver Fi- 
gura 19-35) sobre serinas da proteina-nucleo. Muitos proteoglicanos sao secretados e se 
tornam componentes da matriz extracelular, enquanto outros permanecem ancorados 
na face extracelular da membrana plasmatica. Outros, ainda, formam um componente 
principal de materiais viscosos, como o muco que e secretado para formar um revesti- 
mento protetor sobre a superficie de muitos epitelios. 

Os agucares incorporados em glicosaminoglicanos sao fortemente sulfatados no 
aparelho de Golgi logo apos estes poli'meros serem produzidos, somando-se, assim, uma 
porgao significativa da sua grande carga negativa caracteristica. Algumas tirosinas das 
protemas tambem se tornam sulfatadas logo apos elas sai'rem do aparelho de Golgi. Em 
ambos os casos, a sulfatagao depende do doador de sulfato 3'-fosfoadenosina-5'-fosfos- 
sulfato (PAPS, do ingles 3' -phosphoadenosine-5' -phosphosulfate) (Figura 13-33), que e 
transportado do citosol para dentro do lumen da rede trans de Golgi. 

Qual e o proposito da glicosilagao? 

Ha uma diferenga importante entre a construgao de um oligossacarideo e a smtese de ou- 
tras macromoleculas, como DNA, RNA e protema. Enquanto os acidos nucleicos e as pro¬ 
temas sao copiados a partir de um molde em uma serie repetitiva de etapas identicas usan- 
do a mesma enzima ou um conjunto de enzimas, os carboidratos complexos requerem uma 
enzima diferente para cada etapa, em que cada produto e reconhecido como um substrato 
exclusivo para a proxima enzima da serie. A vasta abundancia de glicoprotemas e as vias 
complexas que evolui'ram para sintetiza-las enfatizam que os oligossacarideos existentes 
em glicoprotemas e em glicoesfingolipideos possuem fungoes muito importantes. 

A glicosilagao ligada ao N , por exemplo, e prevalente em todos os eucariotos, 
incluindo as leveduras. Os oligossacarideos ligados ao N tambem ocorrem de forma 
muito similar em protemas da parede celular de arqueias, sugerindo que toda a ma- 
quinaria necessaria para sua smtese seja evolutivamente antiga. A glicosilagao ligada 
ao N promove o enovelamento das protemas de duas maneiras. Primeiro, ela possui 
um papel direto produzindo intermediarios de enovelamento mais soluveis, impedin- 
do, portanto, sua agregagao. Segundo, as modificagoes sequenciais do oligossacarideo 
ligado ao N estabelecem um “glicocodigo" que marca a progressao do enovelamento 
da protema e medeia a ligagao da protema a chaperonas (discutido no Capitulo 12) e 
lectinas - por exemplo, direcionando o transporte do RE para o Golgi. Como discuti- 
remos adiante, as lectinas tambem participam na distribuigao das protemas na rede 
trans de Golgi. 


Figura 13-32 Glicosilagao ligada ao N 
e ligada ao O. Em cada caso, apenas um 
unico grupo agucar que esta ligado direta- 
mente a proteina e mostrado. 
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Figura 13-33 Estrutura do PAPS. 
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Figura 13-34 Estrutura tridimensional 
de um pequeno oligossacarideo ligado 

ao N. A estrutura foi determinada pela 
analise cristalografica de raios X de uma 
glicoproteina. Este oligossacarideo contem 
somente seis agucares, enquanto ha 14 
agucares no oligossacarideo ligado ao N 
que e inicialmente transferido as proteinas 
no RE (ver Figura 12-47). (A) Um modelo 
de cadeia principal mostrando todos os 
atomos exceto os hidrogenios; apenas a 
asparagina da proteina e mostrada. (B) Um 
modelo de preenchimento de espago, com 
a asparagina e os agucares indicados usan- 
do o mesmo esquema de cores que em 
(A). (B, cortesia de Richard Feldmann.) 


Como as cadeias de agucares tem flexibilidade limitada, mesmo um pequeno 
oligossacarideo ligado ao N que se sobressai da superficie de uma glicoproteina (Figura 
13-34) pode limitar a aproximagao de outras macromoleculas a superficie da proteina. Des- 
sa maneira, por exemplo, a presenga de oligossacarideos tende a tornar uma glicoproteina 
mais resistente a digestao por enzimas proteoliticas. Pode ser que os oligossacarideos das 
proteinas da superficie celular tenham originalmente provido uma celula ancestral com um 
revestimento protetor; comparado a rigida parede celular bacteriana, tal revestimento de 
agucar tem a vantagem de deixar a celula com a liberdade de mudar de forma e se mover. 

Desde entao, as cadeias de agucares foram modificadas para servir a outros propo- 
sitos tambem. O revestimento de muco das celulas pulmonares e intestinais, por exem¬ 
plo, protege contra muitos patogenos. O reconhecimento das cadeias de agucar pelas 
lectinas no espago extracelular e importante em muitos processos de desenvolvimento e 
no reconhecimento celula-celula: as selectinas, por exemplo, sao lectinas transmembra- 
na que funcionam na adesao de celula-celula durante a migragao de celulas sanguineas, 
como discutido no Capitulo 19. A presenga de oligossacarideos pode modificar as pro- 
priedades antigenicas e funcionais de uma proteina, fazendo da glicosilagao um impor¬ 
tante fator na produgao de proteinas com propositos farmaceuticos. 

A glicosilagao tambem pode ter importantes papeis de regulagao. A sinalizagao por 
meio do receptor sinalizador de superficie celular Notch, por exemplo, e um fator impor¬ 
tante para determinar o destino da celula no desenvolvimento (discutido no Capitulo 
21). O Notch e uma proteina transmembrana O-glicosilada pela adigao de uma unica 
fucose a algumas serinas, treoninas e hidroxilisinas. Alguns tipos celulares expressam 
uma glicosiltransferase adicional que adiciona uma A/-acetilglicosamina em cada uma 
dessas fucoses no aparelho de Golgi. Tal adigao muda a especificidade do Notch para as 
proteinas sinalizadoras na superficie celular que o ativam. 

0 transporte atraves do aparelho de Golgi pode ocorrer pela 
maturagao das cisternas 

Ainda nao se sabe como o aparelho de Golgi alcanga e mantem sua estrutura polariza- 
da e como as moleculas se movem de uma cisterna para a outra, e e provavel que mais 
de um mecanismo esteja envolvido em cada caso. Uma hipotese, chamada de modelo 
de maturagao de cisternas, considera as cisternas de Golgi como estruturas dinamicas 
que maturam de primaria a tardia adquirindo e depois perdendo proteinas especificas 
residentes no Golgi. De acordo com essa visao, as cisternas cis se formam continua- 
mente a medida que agrupamentos tubulares de vesiculas chegam do RE e progressi- 
vamente amadurecem para se tornar uma cisterna media e depois uma cisterna trans 
(Figura 13-35A). Uma cisterna, entao, move-se atraves da pilha de Golgi com carga em 
seu lumen. O transporte retrogrado das enzimas de Golgi pelo brotamento de vesicu¬ 
las de COPI explica sua distribuigao caracteristica. Como discutiremos a seguir, quando 
uma cisterna finalmente se move adiante para se tornar parte da rede trans de Golgi, va- 
rios tipos de vesiculas revestidas brotam dela ate a rede desaparecer, para ser substituida 
por uma cisterna em maturagao posicionada logo atras. Ao mesmo tempo, outras vesi¬ 
culas de transporte estao continuamente recuperando membranas de compartimentos 
posicionados apos o Golgi e devolvendo-as a rede trans de Golgi. 

O modelo de maturagao de cisternas e sustentado por estudos utilizando enzimas de 
Golgi de diferentes cisternas que foram marcadas com diferentes coloragoes de fluorescen- 
cia. Tais estudos realizados com celulas de levedura onde as cisternas de Golgi nao sao em- 
pilhadas revelam que cisternas determinadas mudam sua cor, demonstrando, desse modo, 
que elas mudam seu suplemento de enzimas residentes a medida que elas maturam, ainda 
que nao sejam empilhadas. Tambem sustentando tal modelo, observagoes de micrografias 
eletronicas revelaram que grandes estruturas como os bastoes de procolageno em fibro- 
blastos e escamas de certas algas se movem progressivamente atraves da pilha de Golgi. 

Uma visao alternativa sustenta que as cisternas de Golgi sao estruturas duradouras 
que mantem seu conjunto caracteristico de proteinas residentes de Golgi firmemente 
no lugar, e as proteinas-carga sao transportadas de uma cisterna para a proxima pelo 
transporte de vesiculas (Figura 13-35B). De acordo com esse modelo de transporte ve¬ 
sicular, o fluxo retrogrado de vesiculas recupera as proteinas que escaparam do RE e do 
Golgi e as devolve aos compartimentos anteriores no fluxo. O fluxo direcional pode ser 
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Figura 13-35 Dois modelos possiveis explicando a organizagao do aparelho de Golgi e como as proteinas se movem atraves 
dele. E provavel que o transporte atraves do aparelho de Golgi na diregao progressiva (setas vermelhas ) envolva elementos de ambos 
os modelos. (A) De acordo com o modelo da maturagao de cisternas, cada cisterna de Golgi amadurece a medida que migra atraves de 
uma pilha. Em cada estagio, as proteinas residentes no Golgi que sao carregadas adiante em uma cisterna em maturagao sao levadas de 
volta para urn compartimento anterior em vesfculas revestidas por COPI. Quando uma cisterna recem-formada se move para uma posi- 
gao media, por exemplo, as enzimas do c/s Golgi "remanescentes" seriam extrafdas e transportadas de volta para uma nova cisterna c/s 
posicionada anteriormente. De forma semelhante, as enzimas da regiao media seriam recebidas pelo transporte retrogrado das cisternas 
localizadas logo a frente. Dessa forma, uma cisterna c/s se amadureceria em uma cisterna media e entao em uma cisterna trans a me¬ 
dida que se move para fora. (B) No modelo do transporte vesicular, as cisternas de Golgi sao compartimentos estaticos que contem urn 
suplemento caracterfstico de enzimas residentes. A passagem de moleculas de c/s para trans atraves do Golgi e obtida pelo movimento 
progressive de vesfculas de transporte, que brotam de uma cisterna e se fundem com a proxima, em uma diregao c/s-para-frans. 


alcangado porque as moleculas de carga que avangam sao seletivamente empacotadas 
em vesfculas que se movem adiante. Embora tanto as vesfculas que avangam quanto 
as que retrocedem sejam provavelmente revestidas por COPI, os revestimentos podem 
conter diferentes proteinas adaptadoras que conferem seletividade no empacotamento 
das moleculas-carga. De maneira alternativa, o deslocamento das vesfculas de trans¬ 
porte entre as cisternas de Golgi pode nao ser de todo direcional, transportando carga 
aleatoriamente para tras e para frente; o fluxo direcional ocorreria, entao, por causa da 
entrada contfnua na cisterna cis e safda na cisterna trans . 

O modelo de transporte de vesfculas e sustentado por experimentos que mostram 
que as moleculas-carga estao presentes em pequenas vesfculas revestidas por COPI e que 
tais vesfculas podem entrega-las as cisternas de Golgi por grandes distancias. Alem disso, 
quando proteinas de membrana agregadas experimentalmente sao introduzidas dentro 
das cisternas de Golgi, elas podem ser vistas permanecendo no lugar, enquanto a carga 
soluvel, mesmo se presente em grandes agregados, atravessa o Golgi em ritmos normais. 

E provavel que aspectos de ambos os modelos sejam verdadeiros. Um nucleo esta- 
vel de cisternas duradouras pode existir no centro de cada cisterna de Golgi, enquanto as 
regioes ao redor podem sofrer contfnua maturagao, talvez usando as cascatas de Rab que 
mudam sua identidade. A medida que partes de cisternas maduras sao formadas, elas po¬ 
dem se partir e se fusionar com cisternas seguintes no fluxo por mecanismos de fusao ho- 
motfpica, carregando grandes moleculas-carga com elas. Alem disso, pequenas vesfculas 
revestidas por COPI poderiam transportar pequenas cargas na diregao para frente e recu- 
perar enzimas que escaparam do Golgi e devolve-las a sua cisterna retrograda apropriada. 

Proteinas da matriz do Golgi ajudam a organizar a pilha 

A arquitetura unica do aparelho de Golgi depende tanto do citoesqueleto de microtu- 
bulos, como ja mencionado, como de proteinas citoplasmaticas da matriz do Golgi, que 
formam um arcabougo entre cisternas adjacentes e conferem as pilhas de Golgi a sua 
integridade estrutural. Algumas das proteinas de matriz, chamadas golginas, formam 
longas amarras compostas de domfnios super-helices rfgidos com regioes articuladas 
intercaladas. As golginas formam uma floresta de tentaculos que pode se estender de 100 
a 400 nm a partir da superffeie da pilha de Golgi. Acredita-se que elas ajudam a manter 
o transporte de vesfculas de Golgi perto da organela mediante interagoes com as protei¬ 
nas Rab (Figura 13-36). Quando a celula se prepara para a divisao, as protefnas-cinase 
mitoticas fosforilam as proteinas da matriz do Golgi, determinando a fragmentagao do 



Figura 13-36 Modelo de funcionamento 
da golgina. Golginas filamentosas ancoradas 
as membranas de Golgi capturam as vesfculas 
de transporte por ligagao as proteinas de Rab 
sobre a superffeie da vesfcula. 
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aparelho de Golgi e a dispersao por todo o citosol. Os fragmentos de Golgi sao, entao, 
distribuidos de forma parelha as duas celulas-filhas, onde as proteinas de matriz sao 
desfosforiladas, levando a remontagem da pilha de Golgi. Semelhantemente, durante a 
apoptose, a clivagem proteolitica das golginas pelas caspases se sucede (como discutido 
no Capitulo 18), fragmentando o aparelho de Golgi a medida que a celula se autodestroi. 


Resumo 


As proteinas corretamente enoveladas e montadas no RE sao empacotadas em vesiculas 
de transporte revestidas por COPII que se destacam da membrana do RE. Logo apos, as 
vesiculas perdem o revestimento e se fundem umas as outras paraformar agrupamentos 
tubulares de vesiculas. Em celulas animais, os agrupamentos entao se movem sobre linhas 
de microtubulos para o aparelho de Golgi, onde sefusionam uns aos outros paraformar 
a rede cis de Golgi. Qualquer proteina residente no RE que escape do RE e devolvida para 
la pelos agrupamentos tubulares de vesiculas e do aparelho de Golgi pelo transporte retro- 
grado em vesiculas revestidas por COPE 

O aparelho de Golgi, diferentemente do RE, contem muitos nucleotideos de agucares, 
que as enzimas glicosiltransferases utilizam para glicosilar moleculas de lipideo e proteina 
a medida que passam atraves do aparelho de Golgi. As manoses dos oligossacarideos li- 
gados ao N que sao adicionados as proteinas no RE sao frequentemente removidas no 
inicio, e agucares adicionais sao acrescentados. Alem disso, o aparelho de Golgi e o lo¬ 
cal onde ocorre a glicosilagao ligada ao O e onde as cadeias de glicosaminoglicanos sao 
adicionadas a proteinas-nucleo paraformar proteoglicanos. A sulfatagao de agucares em 
proteoglicanos e de tirosinas selecionadas de proteinas tambem ocorre em um comparti- 
mento de Golgi tardio. 

O aparelho de Golgi modifica as varias proteinas e lipideos que recebe do RE e, en- 
tao, os distribui para a membrana plasmatica, os lisossomos e as vesiculas secretoras. O 
aparelho de Golgi e uma organela polarizada, que consiste em uma ou mais pilhas de 
cisternas em forma de disco. Cada pilha e organizada como uma serie de pelo menos tres 
compartimentos funcionalmente distintos, chamados cisternas cis, media e trans. As cis¬ 
ternas cis e trans sao conectadas a estagdes especiais de selegao, chamadas de rede cis de 
Golgi e rede trans de Golgi respectivamente. As proteinas e os lipideos movem-se atraves da 
pilha de Golgi em uma diregao cis-para-tmns. Esse movimento pode ocorrer por transpor¬ 
te vesicular, pela maturagao progressiva das cisternas cis a medida que migram de modo 
continuo atraves das pilhas ou, mais provavelmente, por uma combinagao dos dois me- 
canismos. Acredita-se que o transporte vesicular retrogrado continuo de cisternas de cima 
para cisternas mais abaixo mantem as enzimas concentradas onde sao necessarias. As no¬ 
vas proteinas concluidas terminam na rede trans de Golgi, que as empacota em vesiculas 
de transporte para despacha-las a seus destinos especificos na celula. 



TRANSPORTE DA REDE TRANS DE GOLGI PARA OS 
LISOSSOMOS 

A rede trans de Golgi seleciona todas as proteinas que passam atraves do aparelho de 
Golgi (exceto aquelas que sao retidas ali como residentes permanentes) de acordo com 
seus destinos finais. O mecanismo de classificagao e especialmente bem conhecido para 
as proteinas destinadas ao lumen dos lisossomos, e, nesta segao, consideraremos esse 
processo de transporte seletivo. Iniciamos com uma breve apresentagao da estrutura e 
da fungao dos lisossomos. 

Os lisossomos sao os principals sftios de digestao intracelular 

Os lisossomos sao organelas envoltas por membranas preenchidas com enzimas hidro- 
liticas soluveis que digerem macromoleculas. Os lisossomos contem cerca de 40 tipos de 
enzimas hidroliticas, incluindo proteases, nucleases, glicosidases, lipases, fosfolipases, 
fosfatases e sulfatases. Todas sao hidrolases acidas, ou seja, hidrolases que funcionam 
melhor em pH acido. Para uma atividade otima, elas precisam ser ativadas por clivagem 
proteolitica, que tambem pode exigir um ambiente acido. O lisossomo proporciona tal 
acidez, mantendo um pH interior de cerca de 4,5 a 5,0. Com esse arranjo, os conteudos do 

































CAPITULO 13 Trafego intracelular de vesfculas 723 


citosol sao duplamente protegidos contra o ataque do sistema digestivo da propria celula: 
a membrana do lisossomo mantem as enzimas digestivas fora do citosol, mas, mesmo 
que elas escapem, elas causarao poucos danos com o pH citosolico de cerca de 7,2. 

Assim como todas as outras organelas envolvidas por membranas, o lisossomo 
nao apenas contem uma colegao unica de enzimas, mas tambem uma membrana cir- 
cundante unica. A maioria das protemas de membrana do lisossomo, por exemplo, sao 
altamente glicosiladas, o que ajuda a protege-las das proteases dos lisossomos no lu¬ 
men. O transporte de protemas na membrana do lisossomo carrega os produtos finais da 
digestao de macromoleculas - como os aminoacidos, agucares e nucleotideos - para o 
citosol, onde a celula pode tanto reutiliza-los quanto excreta-los. 

Uma FT ATPase vacuolar na. membrana do lisossomo usa a energia da hidrolise de 
ATP para bombear H + para dentro do lisossomo, mantendo, assim, o lumen em seu pH 
acido (Figura 13-37). A bomba de H + do lisossomo pertence a familia dasATPases tipo V 
e possui uma arquitetura similar a das ATP-sintases de mitocondrias e cloroplastos 
(ATPases do tipo F), que convertem a energia armazenada em gradientes de H + em ATP 
(ver Figura 11-12). Diferentemente dessas enzimas, no entanto, a ATPase H + vacuolar 
trabalha exclusivamente ao contrario, bombeando H + para dentro da organela. ATPases 
semelhantes ou identicas as do tipo V acidificam todas as organelas endociticas e exoci- 
ticas, incluindo os lisossomos, os endossomos, alguns compartimentos do aparelho de 
Golgi e muitas vesfculas de transporte e de secregao. Alem de proporcionar um ambiente 
de baixo pH que e adequado para as reagoes que ocorrem no lumen da organela, o gra- 
diente de H + fornece a fonte de energia que conduz o transporte de pequenos metaboli¬ 
tes atraves da membrana da organela. 

Os lisossomos sao heterogeneos 

Os lisossomos sao encontrados em todas as celulas eucarioticas. Eles foram inicialmente 
descobertos pelo fracionamento bioquimico de extratos celulares; somente mais tarde 
eles foram observados de forma clara em microscopio eletronico. Embora extraordina- 
riamente diversos em formate e tamanho, a sua coloragao com anticorpos especificos 
mostra que sao membros de uma unica familia de organelas. Eles tambem podem ser 
identificados por tecnicas histoquimicas que revelam quais organelas contem hidrolase 
acida (Figura 13-38). 

A morfologia heterogenea dos lisossomos contrasta com as estruturas relativa- 
mente uniformes de muitas outras organelas celulares. A diversidade reflete a ampla va- 
riedade de fungoes digestivas mediadas pelas hidrolases acidas, incluindo a quebra de 
restos intra e extracelulares, a destruigao de microrganismos fagocitados e a produgao 
de nutrientes para a celula. A sua diversidade morfologica, entretanto, tambem reflete 
como os lisossomos se formam. Os endossomos tardios contendo material recebido da 
membrana plasmatica por endocitose e hidrolases lisossomicas recem-sintetizadas se 
fundem com lisossomos preexistentes para formar estruturas que algumas vezes sao re- 
feridas como endolisossomos, que entao se fundem um com outro (Figura 13-39). Quan- 
do a maior parte do material endocitado dentro de um endolisossomo foi digerida de 
modo que somente residuos resistentes ou de digestao lenta permanecem, essas orga¬ 
nelas se tornam endossomos “classicos”. Estes sao relativamente densos, arredondados e 
pequenos, mas podem entrar no ciclo outra vez ao se fusionar com endossomos tardios 
ou endolisossomos. Assim, nao ha distingao real entre endolisossomos e lisossomos: 
eles sao os mesmos, exceto pelo fato de que eles estao em diferentes estagios do ciclo de 
maturagao. Por essa razao, os lisossomos sao, algumas vezes, vistos como uma colegao 


Figura 13-38 Visualizagao histoquimica de lisossomos. Estas micrografias eletronicas 
mostram dois cortes de uma celula corada para revelar a localizagao de fosfatase acida, 
uma enzima marcadora dos lisossomos. As organelas envoltas por membranas maiores, 
contendo precipitados densos de fosfato de chumbo, sao os lisossomos. A sua mor¬ 
fologia diversa reflete as variagoes na quantidade e na natureza do material que estao 
digerindo. Os precipitados sao produzidos quando o tecido fixado por glutaraldeido (para 
fixar a enzima no lugar) e incubado com um substrato para fosfatase na presenga de ions 
de chumbo. As setas vermelhas no quadro superior indicam duas vesfculas pequenas 
que, acredita-se, estejam carregando hidrolases acidas do aparelho de Golgi. (Cortesia de 
Daniel S. Friend.) 
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Figura 13-37 Lisossomos. As hidrolases 
acidas sao enzimas hidrolfticas que sao ati- 
vadas sob condigoes acidas. Uma ATPase 
IT na membrana bombeia T para dentro 
do lisossomo, mantendo seu lumen em 
pH acido. 
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Figura 13-39 Modelo de matura^ao 
de lisossomos. Os endossomos tardios se 
fundem com lisossomos preexistentes (seta 
de baixo) ou endolisossomos preexistentes 
{seta de cima). Por fim, os endolisossomos 
amadurecem em lisossomos a medida que 
as hidrolases completam a digestao dos 
seus conteudos, que pode incluir vesiculas 
intraluminais. Os lisossomos tambem se 
fundem com fagossomos, como discutire- 
mos adiante. 


Hidrolase Vesfcula 



Compartimentos de pH baixo, hidroliticamente ativos 


heterogenea de organelas distintas, cuja caracteristica em comum e um alto conteudo 
de enzimas hidroliticas. E especialmente dificil de aplicar uma definigao mais precisa do 
que esta para as celulas vegetais, como discutiremos a seguir. 

Os vacuolos de vegetais e de fungos sao lisossomos 
surpreendentemente versateis 

A maioria das celulas vegetais e fungicas (incluindo leveduras) contem uma ou mais ve¬ 
siculas muito grandes e preenchidas de fluido, denominadas vacuolos. Eles costumam 
ocupar mais de 30% do volume celular, chegando a ate 90% em alguns tipos celulares 
(Figura 13-40). Os vacuolos estao relacionados aos lisossomos das celulas animais, 
contendo varias enzimas hidroliticas, mas as suas fungoes sao nitidamente diversas. O 
vacuolo vegetal pode atuar como uma organela de armazenamento tanto para os nu- 
trientes quanto para os residuos, como um compartimento degradativo, como uma for¬ 
ma economica de aumentar o tamanho celular e como um controlador da pressao de 
turgescencia (a pressao osmotica exercida de dentro para fora sobre a parede celular e 
que impede que a planta murche) (Figura 13-41). A mesma celula pode ter vacuolos 
diferentes com fungoes diferentes, como digestao e armazenamento. 

O vacuolo e importante como um instrumento de homeostase, permitindo que as ce¬ 
lulas vegetais suportem grandes variagoes no seu ambiente. Quando o pH do ambiente cai, 
por exemplo, o fluxo de H + para o citosol e balanceado, pelo menos em parte, por um trans¬ 
pose aumentado de H + para o vacuolo, que tende a manter o pH do citosol constante. De 
forma semelhante, muitas celulas vegetais mantem uma pressao de turgescencia pratica- 
mente constante apesar das amplas variagoes de tonicidade dos fluidos dos seus ambientes 
proximos. Elas fazem isso mudando a pressao osmotica do citosol e do vacuolo - em parte 


Figura 13-40 Vacuolo de celula vege¬ 
tal. (A) Imagem confocal de celulas de 
um embriao d e Arabidopsis que expressa 
uma proteina de fusao aquaporina-YFP 
(proteina amarela fluorescente) em seu 
tonoplasto, ou membrana do vacuolo {ver- 
de)\ as paredes celulares foram coloridas 
falsamente de laranja. Cada celula contem 
muitos vacuolos grandes. (B) Esta micro- 
grafia eletronica de celulas de uma folha 
jovem de tabaco mostra o citosol como 
uma camada fina, contendo cloroplastos, 
pressionado contra a parede celular pelo 
enorme vacuolo. (A, cortesia de C. Carroll 
e L. Frigerio, baseada em S. Gattolin et al.. 
Mol. Plant 4:180-189, 2011. Com permis- 
sao de Oxford University Press; B, cortesia 
de J. Burgess.) 
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pela quebra e ressmtese controladas de polimeros, como polifosfatos no vacuolo, e em par¬ 
te pela alteragao da taxa de transporte de agucares, aminoacidos e outros metabolitos atra- 
ves da membrana plasmatica e da membrana vacuolar. A pressao de turgescencia regula 
as atividades de distintos transportadores em cada membrana para controlar esses fluxos. 

Os seres humanos frequentemente recolhem substancias armazenadas nos vacuolos 
de plantas - da borracha ao opio e ao aroma do alho. Muitos produtos estocados possuem 
uma fungao metabolica. As proteinas, por exemplo, podem ser preservadas por anos nos 
vacuolos de celulas de estocagem de muitas sementes, como as de ervilhas e feijoes. Quan- 
do as sementes germinam, essas proteinas sao hidrolisadas, e os aminoacidos resultantes 
fornecem um suprimento alimentar para o embriao em desenvolvimento. Os pigmentos 
antocianinas armazenados nos vacuolos colorem as petalas de muitas flores para atrair in- 
setos polinizadores, enquanto as moleculas toxicas liberadas dos vacuolos, quando uma 
planta e consumida ou danificada, promovem uma forma de defesa contra predadores. 


Figura 13-41 Papel do vacuolo no 
controle do tamanho das celulas ve- 
getais. Uma celula vegetal pode alcangar 
um grande aumento do volume celular 
sem aumentar o volume do citosol. Enfra- 
quecimentos localizados na parede celular 
orientam o alargamento celular dirigido 
pela turgescencia que acompanha a cap- 
tagao de agua para dentro do vacuolo em 
expansao. 0 citosol acaba sendo confina- 
do a uma camada fina periferica, que e 
conectada a regiao nuclear por faixas de 
citosol estabilizadas por feixes de filamen- 
tos de actina (nao mostrados). 


Multiplas vias entregam materiais para os lisossomos 

Os lisossomos sao locais de encontro para onde varias vias de trafego intracelular con- 
vergem. Uma rota que leva para fora do RE pelo aparelho de Golgi entrega a maioria das 
enzimas digestivas do lisossomo, enquanto pelo menos quatro vias de fontes diferentes 
alimentam os lisossomos de substancias para digestao. 

A mais estudada dessas vias de degradagao e aquela seguida pelas macromolecu- 
las captadas do liquido extracelular pela endocitose. Uma via semelhante, encontrada 
nas celulas fagociticas, como os macrofagos e neutrofilos em vertebrados, e dedicada 
ao engolfamento, ou fagocitose, de grandes particulas e microrganismos para formar os 
fagossomos. Uma terceira via, chamada de macropinocitose, e especializada na capta- 
gao nao especifica de fluidos, membrana e particulas anexadas a membrana plasmatica. 
Voltaremos a discutir essas vias mais adiante no capitulo. Uma quarta via chamada de 
autofagia se origina no citoplasma da propria celula e e utilizada para digerir organelas 
do citosol e deterioradas, como discutido a seguir. As quatro vias de degradagao nos li¬ 
sossomos estao ilustradas na Figura 13-42. 


LIQUIDO EXTRACELULAR 



Figura 13-42 As quatro vias de de¬ 
gradagao nos lisossomos. Os materiais 
de cada via sao derivados de uma fonte 
diferente. Observe que o autofagossomo 
possui uma membrana dupla. Em todos 
os casos, a etapa final e a fusao com os 
lisossomos. 
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Figura 13-43 Modelo de autofagia. 

(A) A ativagao de uma via sinalizadora 
inicia o evento de nucleagao no citoplas- 
ma. Uma membrana autofagossomica 
na forma de crescente cresce por fusao 
de vesiculas de origem desconhecida e, 
por fim, funde-se para formar urn auto- 
fagossomo envolto por membrana dupla, 
que sequestra uma porgao do citoplasma. 
Entao, o autofagossomo se fusiona a 
lisossomos portadores de hidrolases acidas 
que digerem seu conteudo. Durante a for¬ 
magao da membrana do autofagossomo, 
uma proteina semelhante a ubiquitina se 
torna ativada pela ligagao covalente de 
uma ancora lipidica fosfatidiletanolamina. 
Essas protefnas, entao, intervem no apri- 
sionamento e fusao da vesfcula, levando a 
formagao de uma estrutura de membrana 
em forma de crescente que se arranja ao 
redor do seu alvo (nao mostrado). (B) Uma 
micrografia eletronica de urn autofagosso¬ 
mo contendo uma mitocondria e urn pe¬ 
roxissomo. (B, cortesia de Daniel S. Friend, 
de D.W. Fawcett, A Textbook of Histology, 
12th ed. New York: Chapman and Hall, 

1994. Com permissao de Kluwer.) 


A autofagia degrada protefnas e organelas indesejadas 

Todos os tipos celulares descartam partes obsoletas por um processo dependente do 
lisossomo chamado de autofagia. O processo de degradagao e importante durante o 
crescimento normal da celula e no desenvolvimento, quando ajuda a reestruturar celu- 
las em diferenciagao, mas tambem nas respostas adaptativas a estresses como privagao 
alimentar e infecgao. A autofagia pode remover grandes objetos - macromoleculas, gran- 
des agregados proteicos e ate mesmo organelas - com os quais outros mecanismos de 
descarte, como a degradagao proteossomica, nao conseguem lidar. Defeitos na autofagia 
podem impedir que as celulas se liberem de microbios, agregados de protefnas indeseja¬ 
das e protefnas anormais e, assim, contribuir para doengas desde disturbios infecciosos 
a neurodegeneragao e cancer. 

Nos estagios iniciais de autofagia, a carga citoplasmatica fica cercada por uma 
membrana dupla que se forma pela fusao de vesiculas pequenas de origem desconheci¬ 
da, formando um autofagossomo (Figura 13-43). Foram identificadas algumas dezenas 
de protefnas diferentes em celulas de levedura e de animais que participam no processo, 
que deve ser regulado rigorosamente: um pouco a mais ou um pouco a menos ja pode 
ser deleterio. Todo o processo ocorre na seguinte sequencia de etapas: 

1. Indugao por ativagao de moleculas sinalizadoras: protefnas-cinase (incluindo o 
complexo mTOR 1, discutido no Capftulo 15) que retransmitem informagao sobre 
a condigao metabolica da celula se tornam ativadas e sinalizam para a maquinaria 
autofagica. 

2. Nucleagao e expansao de uma membrana delimitante em forma de crescente: 
Vesiculas de membrana, caracterizadas pela presenga de ATG9, a unica proteina 
transmembrana envolvida no processo, sao recrutadas para um sftio de monta- 
gem, onde elas concentram a formagao do autofagossomo. A ATG9 nao e incorpo- 
rada no autofagossomo: uma via de recuperagao deve remove-la da estrutura de 
montagem. 

3. Fechamento da membrana ao redor do alvo para formar um autofagossomo deli- 
mitado por dupla membrana selado. 

4. Fusao do autofagossomo com lisossomos, catalisada pelas SNAREs. 

5. Digestao da membrana interna e dos conteudos do lumen do autofagossomo. 

A autofagia pode ser tanto nao seletiva como seletiva. Na autofagia nao seleti- 
va, uma porgao do citoplasma e sequestrada em autofagossomos. Pode ocorrer, por 
exemplo, em condigoes de privagao alimentar: quando os nutrientes externos sao li- 
mitados, os metabolitos derivados da digestao do citosol capturado podem ajudar a 
celula a sobreviver. Na autofagia seletiva, cargas especfficas sao empacotadas dentro 
dos autofagossomos que tendem a conter pouco citosol, e sua forma reflete a forma da 
carga. A autofagia seletiva medeia a degradagao de mitocondrias, ribossomos e RE que 
estao debilitados ou indesejados; ela tambem pode ser utilizada para destruir micro- 
bios invasores. 
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A autofagia seletiva de mitocondrias deterioradas ou danificadas e chamada de 
mitofagia. Como discutido nos Capitulos 12 e 14, quando as mitocondrias funcionam 
normalmente, a membrana interna mitocondrial e energizada por um gradiente ele- 
troquimico de H + que direciona a smtese de ATP e a importagao de protemas precur- 
soras mitocondriais e de metabolitos. As mitocondrias danificadas nao podem manter 
o gradiente, entao a importagao de protemas e bloqueada. Como consequencia, uma 
protema-cinase chamada Pinkl, que, em geral, e importada para as mitocondrias, fica 
retida sobre a superficie mitocondrial onde recruta a ubiquitina-ligase Parkin do cito- 
sol. A Parkin realiza a ubiquitinagao das protemas da membrana mitocondrial externa, o 
que marca a organela para destruigao seletiva nos autofagossomos. Mutagoes na Pinkl 
ou Parkin causam uma forma de aparecimento precoce da doenga de Parkinson, uma 
doenga degenerativa do sistema nervoso central. Nao se sabe por que os neuronios que 
morrem prematuramente nessa doenga sao particularmente dependentes da mitofagia. 


Um receptor de manose-6-fosfato seleciona hidrolases 
lisossomicas na rede trans de Golgi 


Consideremos, agora, a via que entrega hidrolases lisossomicas da TGN para os lisos- 
somos. As enzimas sao primeiro entregues nos endossomos em vesiculas de transporte 
que brotam da TGN, antes que eles se movam adiante para os endolisossomos e lisosso- 
mos (ver Figura 13-39). As vesiculas que deixam a TGN incorporam as protemas lisosso¬ 
micas e excluem as varias outras protemas que sao empacotadas em diferentes vesiculas 
de transporte para destina-las a outros locais. 

Como as hidrolases lisossomicas sao reconhecidas e selecionadas na TGN com a 
precisao necessaria? Em celulas animais, elas carregam um marcador unico na forma de 
grupos de manose-6-fosfato ( M6P ), que sao exclusivamente adicionados aos oligossa- 
carideos ligados ao N dessas enzimas lisossomicas soliiveis, a medida que elas passam 
atraves do lumen da rede cis de Golgi (Figura 13-44). As protemas receptoras de M6P 
transmembrana, que estao presentes na TGN, reconhecem os grupos M6P e se ligam as 
hidrolases lisossomicas na face luminal da membrana e a protemas adaptadoras para 
montar os revestimentos de clatrina na face citosolica. Dessa forma, os receptores aju- 
dam a empacotar as hidrolases em vesiculas revestidas por clatrina que brotam da TGN 
e entregar seu conteiido aos endossomos primarios. 

O receptor M6P se liga ao M6P em pH de 6,5 a 6,7 no lumen da TGN e o libera em 
pH 6, que e o pH no lumen dos endossomos. Assim, depois que o receptor e liberado, as 
hidrolases lisossomicas se dissociam dos receptores M6P, que sao recuperados para den- 
tro de vesiculas de transporte que brotam dos endossomos. Essas vesiculas sao revestidas 
por retromero, um complexo de proteina de revestimento especializado no transporte de 
endossomo para TGN, que devolvem os receptores para a TGN para reuso (Figura 13-45). 

O transporte em qualquer das diregoes requer sinais na cauda citoplasmatica do 
receptor de M6P que direciona essa proteina para o endossomo ou de volta a TGN. Es¬ 
ses sinais sao reconhecidos pelo complexo retromero que recruta os receptores de M6P 
para as vesiculas de transporte que brotam dos endossomos. A reciclagem do receptor 
de M6P se parece com a reciclagem do receptor de KDEL discutida antes, embora difira 
no tipo de vesiculas revestidas que medeiam o transporte. 

Nem todas as moleculas de hidrolase que carregam M6P chegam aos lisossomos. 
Algumas escapam do processo de empacotamento normal na rede trans de Golgi e sao 
transportadas, “por padrao” a superficie celular, onde sao secretadas no liquido extrace- 
lular. Alguns receptores de M6P, entretanto, tambem fazem um desvio para a membrana 
plasmatica, onde recapturam as hidrolases lisossomicas que escaparam e as devolvem 
por endocitose mediada por receptores (discutido adiante) aos lisossomos por intermedio 
dos endossomos primarios e tardios. Como as hidrolases lisossomicas necessitam de um 
ambiente acido para funcionar, elas nao podem causar muitos danos no liquido extrace- 
lular, que geralmente tern pH neutro de 7,4. 

Para o sistema de selegao que segrega hidrolases lisossomicas e as despacha ate 
os endossomos para agir, os grupos M6P devem ser adicionados somente nas glicopro- 
teinas apropriadas no aparelho de Golgi. Isso exige o reconhecimento especifico das 
hidrolases por parte das enzimas do Golgi responsaveis pela adigao de M6P. Uma vez 


Manose-6-fosfato 

(M6P) 



Figura 13-44 Estrutura da manose-6- 
-fosfato em uma hidrolase lisossomica. 
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Figura 13-45 Transporte de hidrolases 
lisossomicas recem-sintetizadas para 
os endossomos. A agao sequencial de 
duas enzimas nas redes c/s e trans de Gol¬ 
gi adiciona grupos de manose-6-fosfato 
(M6P) aos precursores das enzimas lisos¬ 
somicas (ver Figura 13-46). As hidrolases 
carregando os M6P entao se separam 
de todos os outros tipos de proteinas na 
TGN porque as proteinas adaptadoras do 
revestimento de clatrina (nao mostrado) 
se ligam aos receptores de M6P, que, por 
sua vez, se ligam as hidrolases lisossomicas 
modificadas por M6P As vesfculas reves- 
tidas por clatrina brotam da TGN, soltam 
seu revestimento e se fundem com os 
endossomos tardios. Com o pH mais baixo 
do endossomo, as hidrolases se dissociam 
dos receptores M6P, e os receptores vazios 
sao recuperados nas vesfculas revestidas 
por retromeros para a TGN para novas 
rodadas de transporte. Nos endossomos, 
o fosfato e removido do M6P ligado as 
hidrolases, que podem garantir ainda mais 
que as hidrolases nao retornem a TGN 
com o receptor. 


que todas as glicoprotemas deixam o RE com cadeias de oligossacarideos ligados ao N 
identicas, o sinal para a adigao das unidades de M6P aos oligossacarideos deve residir 
em algum lugar da cadeia polipeptfdica de cada hidrolase. Experimentos de engenharia 
genetica revelaram que o sinal de reconhecimento e um agrupamento de aminoacidos 
vizinhos em cada superficie proteica, conhecido como regiao-sinal (Figura 13-46). Uma 
vez que a maioria das hidrolases lisossomicas content multiplos oligossacarideos, elas 
necessitam de muitos grupos de M6P, fornecendo um sinal de alta afinidade para o re¬ 
ceptor de M6P. 

Defeitos na GIcNAc-fosfotransferase causam uma doenga de 
deposito lisossomico em humanos 

Os defeitos geneticos que afetam uma ou mais hidrolases lisossomicas causam diversas 
doengas de deposito lisossomico. Os defeitos resultam em um acumulo de substratos 
nao digeridos nos lisossomos, com serias consequencias patologicas, mais frequen- 
temente no sistema nervoso. Na maioria dos casos, ha uma mutagao em um gene es- 
trutural que codifica uma hidrolase lisossomica especffica. Isso ocorre na sindrome de 
Hurler, por exemplo, na qual a enzima necessaria para a quebra de certos tipos de glico- 
saminoglicanos esta defeituosa ou ausente. A forma mais grave das doengas de deposito 
lisossomico, entretanto, e um disturbio metabolico hereditario muito raro chamado de 
doenga de inclusao celular. Nessa condigao, quase todas as enzimas hidroliticas estao 
ausentes nos lisossomos de muitos tipos celulares, e os seus substratos nao digeridos 
se acumulam nesses lisossomos, o que, como resultado, forma grandes inclusoes nas 
celulas. A patologia consequente e complexa, afetando todos os sistemas de orgaos, a 
integridade esqueletica e o desenvolvimento mental; os individuos raramente vivem 
alem de 6 ou 7 anos. 

A doenga de inclusao celular e causada por um unico defeito genico e, como a 
maioria das deficiencias enzimaticas geneticas, e recessiva - ou seja, ocorre apenas em 
individuos que tern duas copias do gene defeituoso. Nos pacientes portadores da doenga 
da celula I, todas as hidrolases ausentes dos lisossomos sao encontradas no sangue: por 
elas nao serem selecionadas apropriadamente no aparelho de Golgi, elas sao secreta- 
das em vez de transportadas aos lisossomos. A classificagao erronea foi tragada a uma 
fosfotransferase GlcNAc ausente ou defeituosa. Como as enzimas lisossomicas nao sao 
fosforiladas na rede cis de Golgi, os receptores de M6P nao as separam para dentro das 
vesfculas de transporte apropriadas na TGN. Em vez disso, as hidrolases lisossomicas sao 
carregadas para a superficie celular e secretadas. 
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Na doenga de inclusao celular, os lisossomos de alguns tipos celulares, como os he- 
patocitos, contem um suplemento normal de enzimas lisossomicas, significando que ha 
outra via para direcionamento das hidrolases para os lisossomos que e utilizada por alguns 
tipos celulares, mas nao por outros. Receptores de selegao alternativos funcionam nessas 
vias independentes de M6P. De forma semelhante, uma via independente de M6P em to- 
das as celulas seleciona as protemas de membrana dos lisossomos da TGN para transpor- 
tar aos endossomos tardios, e tais protemas sao normais na doenga da inclusao celular. 

Alguns lisossomos e corpos multivesiculares sofrem exocitose 

O direcionamento de materiais para os lisossomos nao e, necessariamente, o fim da via. A 
secregao lisossdmica do conteudo nao digerido permite que todas as celulas eliminem os 
restos indigeriveis. Para a maioria das celulas, essa parece ser uma via de menor impor¬ 
tance, utilizada somente quando as celulas estao estressadas. Alguns tipos celulares, en- 
tretanto, contem lisossomos especializados que adquiriram a maquinaria necessaria para 
a fusao com a membrana plasmatica. Os melanocitos da pele, por exemplo, produzem e 
armazenam pigmentos em seus lisossomos. Esses melanossomos que contem pigmentos 
liberam o seu conteudo no espago extracelular da epiderme por exocitose. O pigmento e, 
entao, capturado por queratinocitos, levando a pigmentagao normal da celula. Em alguns 
disturbios geneticos, defeitos na exocitose dos melanossomos bloqueiam esse processo 
de transference, levando a formas de hipopigmentagao (albinismo). Em certas condi- 
goes, corpos multivesiculares tambem podem se fundir com a membrana plasmatica. Se 
isso ocorre, suas vesiculas intraluminais sao liberadas das celulas. Pequenas vesiculas 
circulantes, tambem chamadas de exossomos, foram observadas no sangue e podem ser 
usadas para transportar componentes entre celulas, embora a importance de tal meca- 
nismo de comunicagao em potencial entre celulas distantes seja desconhecida. Alguns 
exossomos podem derivar direto de eventos de brotamento de vesiculas na membrana 
plasmatica, que e um processo topologicamente equivalente (ver Figura 13-57). 


Figura 13-46 Reconhecimento de uma 
hidrolase lisossdmica. Uma fosfotransfe- 
rase GIcNAc reconhece as hidrolases lisos¬ 
somicas no aparelho de Golgi. A enzima 
possui sftios cataliticos e de reconhecimen¬ 
to diferentes. 0 sitio catalltico liga tanto 
os oligossacarideos ligados ao N ricos em 
manose quanto a UDP-GIcNAc. 0 sftio de 
reconhecimento liga-se a uma regiao-sinal 
que esta presente somente na superficie 
das hidrolases lisossomicas. Uma segunda 
enzima corta fora a GIcNAc, deixando a 
manose-6-fosfato exposta. 


Resumo 

Os lisossomos sao especializados para a digestao intracelular de macromoleculas. Eles 
contem protemas de membrana unicas e uma ampla variedade de enzimas hidroliticas 
que funcionam melhor em pH 5, que e o pH interno dos lisossomos. Uma bomba de FT 
dirigida por ATP da membrana lisossdmica mantem esse pH baixo. Protemas lisossomicas 
recem-sintetizadas sao transportadas a partir do lumen do RE atraves do aparelho de Gol¬ 
gi; elas sao, entao, carregadas da rede trans de Golgi para os endossomos por vesiculas de 
transporte revestidas por clatrina antes de se moverem adiante para os lisossomos. 

As hidrolases lisossomicas contem oligossacarideos ligados ao N que sao modi- 
ficados covalentemente de forma unica no cis de Golgi de forma que suas manoses sao 
fosforiladas. Os grupos de manose-6-fosfato (M6P) sao reconhecidos por uma protema 
receptora de M6P na rede trans de Golgi que separa as hidrolases e ajuda a empacota-las 
em vesiculas de transporte em brotamento que entregam seus conteudos aos endossomos. 
Os receptores de M6P transitam para tras e para frente entre a rede trans de Golgi e os 
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Figura 13-47 Maturagao do endos- 
somo: a via endodtica da membrana 
plasmatica aos endossomos. As 

vesfculas endocfticas se fundem perto 
da periferia celular com um endossomo 
primario, que e a estagao de selegao 
primaria. De porgoes tubulares do en¬ 
dossomo primario brotam vesfculas que 
reciclam cargas endocitadas de volta para 
a membrana plasmatica - tanto direta 
quanto indiretamente via endossomos de 
reciclagem. Os endossomos de reciclagem 
podem armazenar protefnas ate que elas 
sejam necessarias. A conversao de um 
endossomo primario em endossomo tardio 
e acompanhada pela perda das projegoes 
tubulares. As protefnas de membrana des- 
tinadas a degradagao sao internalizadas 
em vesfculas intraluminais. 0 endossomo 
tardio em desenvolvimento, ou corpo 
multivesicular, move-se sobre microtubulos 
para o interior celular. Os endossomos 
tardios completamente maduros nao 
mandam mais vesfculas para a membrana 
plasmatica e se fundem um com o outro e 
com os endolisossomos e lisossomos para 
degradar seus conteudos. Cada estagio 
da maturagao dos endossomos esta co- 
nectado via transporte de vesfculas com 
a TGN, proporcionando um suprimento 
contfnuo de protefnas lisossomicas recem- 
-sintetizadas. 


endossomos. O baixo pH nos endossomos e a remogao do fosfato do grupo M6P levam 
as hidrolases lisossomicas a se dissociarem desses receptores, tornando o transporte das 
hidrolases unidirecional. Um sistema de transporte a parte utiliza vesiculas revestidas por 
clatrina para entregar proteinas de membrana residentes nos lisossomos provenientes da 
rede trans de Golgi aos endossomos. 

TRANSPORTE DA MEMBRANA PLASMATICA PARA DENTRO 
DA CELULA: ENDOCITOSE 

As vias que levam para o interior da superffcie celular comegam com o processo de 
endocitose, pelo qual as celulas captam componentes de membrana plasmatica, flui- 
dos, solutos, macromoleculas e substancias particuladas. A carga endocitada inclui com¬ 
plexes de receptor-ligante, um espectro de nutrientes e seus carreadores, componen¬ 
tes de matriz extracelular, restos celulares, bacterias, virus e, em casos especializados, 
ate mesmo outras celulas. Por meio da endocitose, a celula regula a composigao da sua 
membrana plasmatica em resposta a mudangas nas condigoes extracelulares. 

Na endocitose, o material a ser ingerido e progressivamente circundado por uma 
pequena porgao da membrana plasmatica, que primeiro se invagina e, entao, destaca-se 
para formar uma vesicula endodtica contendo a substantia ou a partfcula ingerida. A 
maioria das celulas eucarioticas constantemente forma vesiculas endocfticas, um pro¬ 
cesso chamado de pinocitose (“celula bebendo”); alem disso, algumas celulas especiali- 
zadas content vias dedicadas que captam partfculas grandes sob demanda, um processo 
chamado d efagocitose (“celula comendo”). As vesfculas endocfticas se formam na mem¬ 
brana plasmatica por multiplos mecanismos que diferem tanto na maquinaria molecu¬ 
lar utilizada quanto na maneira como a maquinaria e regulada. 

Uma vez geradas na membrana plasmatica, a maioria das vesfculas endocfticas se 
funde com um compartimento receptor comum, o endossomo primario, onde a carga 
internalizada e selecionada: algumas moleculas-carga sao devolvidas a membrana plas¬ 
matica, seja diretamente ou via endossomo de reciclagem, e outras sao designadas para 
degradagao por inclusao em um endossomo tardio. Os endossomos tardios se formam 
de uma porgao vacuolar bulbosa dos endossomos primarios por um processo chamado 
de maturagao de endossomos. Tal processo de conversao muda a composigao proteica 
da membrana do endossomo, sendo que regioes dela se invaginam e se tornam incor- 
poradas nas organelas como vesiculas intraluminais, enquanto o proprio endossomo se 
move da periferia celular para uma localizagao proxima ao nucleo. A medida que um 
endossomo amadurece, ele interrompe a reciclagem de material para a membrana plas¬ 
matica e envia irreversivelmente seus conteudos remanescentes para degradagao: os 
endossomos tardios se fundem um com o outro e com os lisossomos para formar endoli¬ 
sossomos, que agregam seus conteudos, como ja discutido (Figura 13-47). 

Cada um dos estagios de maturagao do endossomo - do endossomo primario ao 
endolisossomo - e conectado por vias de transporte de vesfculas bidirecionais para a 
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TGN. Essas vias permitem a insergao de materials recem-sintetizados, como enzimas 
lisossomicas que chegam do RE, e a recuperagao de componentes, como o receptor de 
M6P, de volta para as partes iniciais da via secretora. A seguir discutimos como a celula 
usa e controla varios padroes do trafego endocftico. 

As vesfculas pinocfticas se formam a partir de fossas revestidas na 
membrana plasmatica 

Quase to das as celulas eucarioticas ingerem continuamente porgoes de sua membrana 
plasmatica na forma de pequenas vesfculas pinocfticas (endocfticas). A velocidade com que 
a membrana plasmatica e internalizada nesse processo de pinocitose varia entre os tipos 
celulares, mas em geral e surpreendentemente alta. Um macrofago, por exemplo, ingere 
25% do seu proprio volume em fluidos a cada hora. Isso significa que ele deve ingerir 3% da 
sua membrana plasmatica a cada minuto, ou 100% em cerca de meia hora. Os fibroblastos 
endocitam a uma razao mais baixa (1% por minuto), enquanto algumas amebas ingerem as 
suas membranas plasmaticas ainda mais rapido. Uma vez que a area superficial e o volume 
da celula permanecem inalterados durante esse processo, fica claro que a mesma quantida- 
de de membrana sendo removida por endocitose esta sendo adicionada a superficie celular 
pelo processo contrario de exocitose. Nesse sentido, a endocitose e a exocitose sao proces- 
sos interligados, que constituem o ciclo endocitico-exodtico. O acoplamento entre exocitose 
e endocitose e particularmente preciso em estruturas especializadas caracterizadas por alto 
turnover (renovagao) da membrana, como, por exemplo, uma terminagao nervosa. 

A parte endocftica do ciclo, de modo geral, comega com as fossas revestidas por 
clatrina. Essas regioes especializadas normalmente ocupam cerca de 2% da area total 
da membrana plasmatica. O tempo de vida de uma fossa revestida por clatrina e curto: 
dentro de um minuto ou pouco mais depois ter sido formada, ela se invagina na celula 
e destaca-se para formar uma vesicula revestida por clatrina (Figura 13-48). Cerca de 
2.500 vesfculas revestidas por clatrina se destacam da membrana plasmatica de fibro¬ 
blastos em cultura a cada minuto. As vesfculas revestidas sao ainda mais transitorias do 
que as fossas revestidas: dentro de segundos desde que foram formadas, elas perdem os 
seus revestimentos e se fundem com endossomos primarios. 

Nem todas as vesfculas pinocfticas sao revestidas por clatrina 

Alem das fossas e vesfculas revestidas por clatrina, as celulas podem formar outros tipos 
de vesfculas pinocfticas, como as caveolas (do latim, “cavernas pequenas"), original- 
mente reconhecidas por sua capacidade de transportar moleculas atraves das celulas 
endoteliais que formam a camada interna dos vasos sangufneos. As caveolas, algumas 
vezes vistas por microscopia eletronica como frascos profundamente invaginados, estao 
presentes na membrana plasmatica da maioria dos tipos celulares de vertebrados (Figu¬ 
ra 13-49). Acredita-se que elas formem balsas lipidicas na membrana plasmatica (dis- 


Figura 13-48 Formagao de vesfculas re¬ 
vestidas por clatrina a partir da mem¬ 
brana plasmatica. Estas micrografias 
eletronicas ilustram a sequencia provavel 
de eventos na formagao de uma vesicula 
revestida por clatrina a partir de uma fossa 
revestida. As fossas revestidas por clatrina 
e as vesfculas mostradas sao maiores do 
que aquelas vistas em celulas de tamanho 
normal; elas pertencem a um oocito muito 
grande de ave e captam partfculas lipopro- 
teicas para formar a gema. As partfculas 
de lipoprotefna ligadas aos seus receptores 
de membrana aparecem como uma cama¬ 
da densa de aparencia felpuda na superff- 
cie extracelular da membrana plasmatica 
- que e a superficie interna da fossa e da 
vesicula revestidas. (Cortesia de M.M. Per¬ 
ry e A.B. Gilbert, J. Cell Sci. 39:257-272, 
1979. Com permissao de The Company of 
Biologists.) 
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Figura 13-49 Caveolas na membrana 
plasmatica de um fibroblasto. (A) Esta 
micrografia eletronica mostra uma mem¬ 
brana plasmatica com uma densidade 
muito alt a de caveolas. (B) A imagem de 
microscopia eletronica de criorrelevo por 
congelamento rapido demonstra a textura 
caracterfstica de "couve-flor" da face cito- 
solica da membrana caveolar. Acredita-se 
que essa textura caracterfstica resulte de 
agregados de caveolinas e cavinas. Uma 
fossa revestida por clatrina tambem esta 
visfvel na regiao superior, a direita. (Corte- 
sia de R.G.W. Anderson, de K.G. Rothberg 
etal., Cell 68:673-682, 1992. Com per- 
missao de Elsevier.) 
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cutido no Capitulo 10), que sao protemas ancoradas na membrana especialmente ricas 
em colesterol, glicoesfingolipideos e glicosilfosfatidilinositol (GPI) (ver Figura 10-13). As 
principals protemas estruturais das caveolas sao as caveolinas, uma familia de protemas 
integrals de membrana incomuns em que cada uma insere uma alga hidrofobica no lado 
citosolico da membrana, mas que nao se estende atraves da membrana. Na sua face ci- 
tosolica, as caveolinas estao ligadas a grandes complexos proteicos de protemas cavinas, 
que supostamente estabilizam a curvatura da membrana. 

Ao contrario das vesiculas revestidas por clatrina e COPI ou COPII, as caveolas cos- 
tumam ser estruturas estaticas. No entanto, elas podem ser induzidas a se destacar, ser- 
vindo como vesiculas de transporte endocitico para transportar carga ate os endossomos 
primarios ou ate a membrana plasmatica no lado oposto de uma celula polarizada (em um 
processo chamado de transcitose, que discutiremos adiante). Alguns virus que infectam 
animais, como o SV40 e o papilomavirus (causador das verrugas), entram nas celulas em 
vesiculas derivadas de caveolas. Os virus sao entregues primeiro aos endossomos primarios 
e se movem de la em vesiculas de transporte para o lumen do RE. O genoma viral sai atraves 
da membrana do RE para dentro do citosol, de onde e importado para dentro do nucleo 
para iniciar o ciclo de infecgao. A toxina colerica (discutida nos Capitulos 15 e 19) tambem 
entra na celula atraves de caveolas e e transportada ao RE antes de entrar no citosol. 

A macropinocitose e outro mecanismo endocitico independente de clatrina que 
pode ser ativado em quase todas as celulas animais. Na maioria dos tipos celulares, ela 
nao opera continuamente e e induzida por um tempo limitado em resposta a ativagao do 
receptor de superficie celular por cargas especificas, incluindo fatores de crescimento, li- 
gantes de integrinas, remanescentes de celulas apoptoticas e alguns virus. Esses ligantes 
ativam uma via de sinalizagao complexa, resultando em uma mudanga na dinamica da 
actina e na formagao de protrusoes da superficie celular, chamadas de ondas (protru- 
soes) (discutido no Capitulo 16). Quando as ondas colapsam de volta sobre as celulas, 
formam-se grandes vesiculas endociticas cheias de fluido, denominadas macropinosso- 
mos (Figura 13-50), que aumentam transitoriamente a captagao bruta de fluido em ate 
dez vezes. A macropinocitose e uma via degradativa dedicada: os macropinossomos se 
acidificam e entao se fundem aos endossomos tardios ou endolisossomos, sem reciclar 
sua carga de volta a membrana plasmatica. 

As celulas utilizam endocitose mediada por receptores para 
importar macromoleculas extracelulares selecionadas 

Na maioria das celulas animais, as fossas e as vesiculas revestidas por clatrina fornecem 
uma via eficiente de captagao de macromoleculas especificas do liquido extracelular. 
Nesse processo, chamado de endocitose mediada por receptores, as macromoleculas 





CAPITULO 13 Trafego intracelular de vesiculas 733 


ATIVAgAO DO 


PROTRUSAO (ONDA) DA 
MEMBRANA PLASMATICA 



Figura 13-50 Representagao esque- 
matica da macropinocitose. Os eventos 
de sinalizagao celular levam a uma repro- 
gramagao da dinamica da actina, que, 
por sua vez, desencadeia a formagao de 
protrusoes na superffcie celular. Quando as 
protrusoes se colapsam sobre a superffcie 
celular, elas aprisionam, de forma nao 
especffica, fluido e macromoleculas extra- 
celulares, e as partfculas neles contidas, 
formando grandes vacuolos, ou macropi- 
nossomos, conforme mostrado. 


ligam-se as protemas receptoras transmembrana complementares, que se acumulam 
em fossas revestidas e, entao, entram na celula como complexos receptor-macromole- 
cula em vesiculas revestidas por clatrina (ver Figura 13-48). Como os ligantes sao se- 
letivamente capturados pelos receptores, a endocitose mediada por receptores fornece 
um mecanismo seletivo de concentragao que aumenta a eficiencia de internalizagao de 
determinados ligantes em mais de cem vezes. Dessa forma, ate mesmo os componentes 
minoritarios do liquido extracelular podem ser captados de maneira eficiente em gran¬ 
des quantidades. Um exemplo fisiologicamente importante e particularmente bem co- 
nhecido e o processo que as celulas de mamiferos usam para importar colesterol. 

Muitas celulas animais captam o colesterol por meio da endocitose mediada por 
receptores e, dessa maneira, conseguem a maior parte do colesterol necessario para pro- 
duzir novas membranas. Se a captagao e bloqueada, o colesterol se acumula no sangue e 
pode contribuir para a formagao, nas paredes dos vasos sangumeos (arterias), de placas 
aterosclerdticas, depositos de lipideos e tecidos fibrosos que podem causar derrames e 
ataques cardiacos por bloqueio do fluxo sangumeo arterial. De fato, foi pelo estudo em 
humanos com uma forte predisposigao genetica a aterosclerose que o mecanismo da en¬ 
docitose mediada por receptores foi revelado pela primeira vez. 

A maior parte do colesterol e transportada no sangue como esteres de colesteril, na 
forma de particulas lipoproteicas conhecidas como lipoprotemas de baixa densidade 
(LDLs, em ingles, low-density lipoproteins) (Figura 13-51). Quando uma celula necessita 
de colesterol para a smtese de membranas, ela produz protemas receptoras transmembra¬ 
na para LDL e as insere na membrana plasmatica. Uma vez na membrana plasmatica, os 
receptores deLDL difundem-se ate que se associem a fossas revestidas por clatrina em pro¬ 
cesso de formagao. Ali, um sinal para endocitose na cauda citoplasmatica dos receptores 
de LDL se liga a proteina adaptadora ligada a membrana AP2 depois que sua conformagao 
tenha sido localmente desbloqueada pela ligagao ao PI(4,5)P 2 na membrana plasmatica. A 
detecgao coincidente, como ja discutido, confere, assim, eficiencia e seletividade ao pro¬ 
cesso (ver Figura 13-9). A AP2, entao, recruta a clatrina para iniciar a endocitose. 

Uma vez que as fossas revestidas destacam-se constantemente para formar vesi¬ 
culas revestidas, quaisquer particulas de LDL ligadas aos receptores de LDL das fossas 
revestidas serao rapidamente internalizadas em vesiculas revestidas. Depois de perder 
seus revestimentos de clatrina, as vesiculas entregam seu conteudo aos endossomos pri¬ 
maries. Quando LDLs e seus receptores encontram o pH baixo dos endossomos prima¬ 
ries, a LDL e liberada de seu receptor e entregue aos lisossomos pelos endossomos tar- 
dios. Nos lisossomos, os esteres de colesteril das particulas de LDL sao hidrolisados em 
colesterol livre, que fica dispomvel na celula para a smtese de novas membranas (Ani- 
magao 13.3). Se um excesso de colesterol livre se acumular na celula, esta interrompe 
tanto a sua propria produgao de colesterol como a smtese das protemas receptoras de 
LDL, de modo a cessar tanto a fabricagao quanto a importagao de colesterol. 

Tal via regulada para a captagao de colesterol esta interrompida em individuos que 
herdam genes codificadores das protemas receptoras de LDL defeituosos. Os altos mveis 
de colesterol sangumeo resultantes predispoem esses individuos a desenvolver ateroscle¬ 
rose prematuramente, e muitos morrem jovens por ataques cardiacos devidos a doenga 
da arteria coronaria se nao forem tratados com farmacos como as estatinas, que baixam 
o nivel de colesterol no sangue. Em alguns casos, o receptor esta totalmente ausente. Em 
outros, os receptores sao defeituosos - tanto no sitio de ligagao a LDL extracelular como no 
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Figura 13-51 Particula de lipoproteina de 
baixa densidade (LDL). Cada particula esferi- 
ca tem uma massa de 3 x 10 6 daltons. Ela con- 
tem um nucleo com cerca de 1.500 moleculas 
de colesterol esterificado em longas cadeias de 
acidos graxos. Uma monocamada lipfdica com- 
posta de cerca de 800 fosfolipfdeos e 500 mo¬ 
leculas de colesterol nao esterificado envolve o 
nucleo dos esteres de colesteril. Uma unica mo¬ 
lecula de apolipoprotefna B, uma proteina de 
500 mil daltons na forma de cinturao, organiza 
a particula e medeia a ligagao especffica de LDL 
aos receptores de LDL na superffcie celular. 
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Figura 13-52 Endocitose de LDL me- 
diada por receptores. Observe que a 
LDL se dissocia dos seus receptores no am- 
biente acido dos endossomos primarios. 
Depois de um numero de etapas, a LDL 
termina nos endolisossomos e lisossomos, 
onde e degradada e liberada como co- 
lesterol livre. Ao contrario, os receptores 
de LDL sao devolvidos para a membrana 
plasmatica por meio de vesiculas de trans- 
porte que brotam da regiao tubular do 
endossomo primario, como representado. 
Para simplificar, somente um receptor de 
LDL entrando na celula e voltando a mem¬ 
brana plasmatica esta ilustrado. Indepen- 
dentemente de estar ou nao ocupado, um 
receptor de LDL costuma realizar um turno 
de viagem para dentro da celula e retornar 
a membrana plasmatica a cada 10 minu- 
tos, totalizando varias centenas de viagens 


sitio intracelular que se liga ao receptor da protema adaptadora AP2 nas fossas revestidas 
por clatrina. No ultimo caso, numeros normais de receptores de LDL estao presentes, mas 
falham em se localizar nas fossas revestidas por clatrina. Embora a LDL se ligue a superficie 
dessas celulas mutantes, ela nao e internalizada, demonstrando diretamente a importancia 
das fossas revestidas por clatrina na endocitose de colesterol mediada por receptores. 

Sabe-se que mais de 25 receptores diferentes participam na endocitose mediada 
por receptores de diversos tipos de moleculas. Todos eles, aparentemente, utilizam vias 
de internalizagao dependentes de clatrina e sao guiados para dentro das fossas revesti¬ 
das por clatrina pelos sinais em suas caudas citoplasmaticas que se ligam as protemas 
adaptadoras no revestimento de clatrina. Muitos desses receptores, assim como o recep¬ 
tor de LDL, entram nas fossas revestidas independentemente de estarem ou nao ligados 
aos seus ligantes especificos. Outros entram, de preferencia, quando ligados a um ligante 
especifico, sugerindo que uma mudanga conformacional induzida pelo ligante e neces- 
saria para que eles ativem a sequencia-sinal que os guia para dentro das fossas. Visto 
que a maioria das protemas da membrana plasmatica nao e capaz de se concentrar nas 
fossas revestidas por clatrina, as fossas servem como filtros moleculares, coletando pre- 
ferencialmente certas protemas da membrana plasmatica (receptores) em vez de outras. 

Estudos de microscopia eletronica de celulas cultivadas expostas simultaneamente 
a ligantes marcados diferentemente demonstram que muitos tipos de receptores podem 
agrupar-se na mesma fossa revestida, enquanto alguns outros receptores agrupam-se 
em fossas revestidas por clatrina diferentes. A membrana plasmatica de uma fossa reves¬ 
tida por clatrina pode acomodar mais de cem receptores variados. 

Protefnas espedficas sao recuperadas dos endossomos primarios 
e devolvidas para a membrana plasmatica 

Os endossomos primarios sao a principal estagao de sortimento da via endocitica, assim 
como as redes cis e trans de Golgi realizam essa fungao na via secretora. No ambiente 
levemente acido dos endossomos primarios, muitas protemas receptoras internalizadas 
modificam as suas conformagoes e liberam os seus ligantes, como ja discutido para os 
receptores de M6P. Esses ligantes endocitados que se dissociam dos seus receptores nos 
endossomos primarios sao comumente condenados a destruigao nos lisossomos (ape- 
sar de o colesterol ser uma excegao, como discutido antes), junto com outros conteudos 
soluveis dos endossomos. Alguns outros ligantes endocitados, entretanto, permanecem 
ligados aos seus receptores e, assim, compartilham o destino dos receptores. 

No endossomo primario, o receptor de LDL se dissocia de seu ligante, LDL, e e reci- 
clado de volta a membrana plasmatica para reuso, deixando que a LDL descarregada seja 
carregada para os lisossomos (Figura 13-52). As vesiculas transportadoras de reciclagem 
brotam a partir de tubulos estreitos e longos que se estendem dos endossomos primarios. 
E provavel que a geometria desses tubulos ajude no processo de distribuigao: como os tu¬ 
bulos possuem uma grande area de membrana circundando um pequeno volume, as pro¬ 
temas de membrana se tornam enriquecidas em relagao as protemas soluveis. As vesiculas 
de transporte devolvem o receptor de LDL diretamente para a membrana plasmatica. 

O receptor de transferrina segue uma via de reciclagem semelhante a do receptor 
de LDL, mas, ao contrario deste, o seu ligante tambem e reciclado. A transferrina e uma 
protema soluvel que carrega o ferro no sangue. Os receptores de transferrina da superficie 


Figura 13-52 Endocitose de LDL me¬ 
diada por receptores. Observe que a 
LDL se dissocia dos seus receptores no am¬ 
biente acido dos endossomos primarios. 
Depois de um numero de etapas, a LDL 
termina nos endolisossomos e lisossomos, 
onde e degradada e liberada como co¬ 
lesterol livre. Ao contrario, os receptores 
de LDL sao devolvidos para a membrana 
plasmatica por meio de vesiculas de trans¬ 
porte que brotam da regiao tubular do 
endossomo primario, como representado. 
Para simplificar, somente um receptor de 
LDL entrando na celula e voltando a mem¬ 
brana plasmatica esta ilustrado. Indepen¬ 
dentemente de estar ou nao ocupado, um 
receptor de LDL costuma realizar um turno 
de viagem para dentro da celula e retornar 
a membrana plasmatica a cada 10 minu- 
tos, totalizando varias centenas de viagens 


no seu periodo de vida de 20 horas. 
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celular entregam a transferrina com o seu ferro ligado para os endossomos primarios por 
meio da endocitose mediada por receptores. O baixo pH do endossomo induz a trans¬ 
ferrina a liberar o seu ferro ligado, mas a propria transferrina sem o ferro (chamada de 
apotransferrina) permanece ligada ao seu receptor. O complexo receptor-apotransferrina 
entra nas extensoes tubulares do endossomo primario e dali e reciclado de volta a mem- 
brana plasmatica. Quando a apotransferrina retorna ao pH neutro do liquido extracelular, 
ela se dissocia do receptor e fica livre para captar mais ferro e iniciar o ciclo novamente. 
Assim, a transferrina realiza um movimento de vaivem entre o liquido extracelular e os 
endossomos primarios, evitando os lisossomos e entregando o ferro ao interior celular a 
medida que e necessario para o crescimento e a proliferagao das celulas. 

Receptores de sinalizagao na membrana plasmatica sao regulados 
negativamente pela degradagao nos lisossomos 

Uma segunda via que os receptores endocitados podem seguir a partir dos endossomos 
e utilizada por varios receptores de sinalizagao, incluindo os receptores de opioides e os 
receptores que ligam o fatorde crescimento epidermico ( EGF, epidermal growth factor). O 
EGF e uma pequena proteina sinalizadora extracelular que estimula a divisao das celulas 
epidermicas e de varias outras. Diferentemente dos receptores de LDL, os receptores de 
EGF acumulam-se nas fossas revestidas por clatrina somente depois de ligarem-se aos 
seus ligantes, e a maioria nao e reciclada, mas degradada nos lisossomos, junto com o 
EGF ingerido. A ligagao de EGF, portanto, ativa primeiro as vias intracelulares de sinali¬ 
zagao e, entao, leva a uma redugao da concentragao de receptores de EGF na superficie 
celular, um processo chamado de regulagao negativa de receptores que reduz a sensibili- 
dade celular ao EGF subsequente (ver Figura 15-20). 

A regulagao negativa do receptor e realizada de maneira rigorosa. Os receptores 
ativados sao, em primeiro lugar, modificados covalentemente na sua face citosolica com 
a pequena proteina ubiquitina. Ao contrario da poliubiquitinagao, que adiciona uma 
cadeia de ubiquitinas que, em geral, marca uma proteina para degradagao nos proteas- 
somos (discutido no Capitulo 6), a marcagao com ubiquitina para a classificagao dentro 
da via endocitica dependente de clatrina adiciona apenas uma ou poucas moleculas de 
ubiquitina avulsas a proteina - processo denominado monoubiquitinagao ou multiubi- 
quitinagao respectivamente. As proteinas que se ligam a ubiquitina a reconhecem e aju- 
dam a direcionar os receptores modificados para dentro das fossas revestidas por clatri¬ 
na. Depois de entregues ao endossomo primario, outras proteinas ligantes de ubiquitina 
que fazem parte dos complexos ESCRT (do ingles, endosome sorting complex required for 
transport, complexo de sortimento do endossomo necessario para o transporte) reco¬ 
nhecem e selecionam os receptores ubiquitinados para vesiculas intraluminais que sao 
retidas na maturagao do endossomo tardio (ver Figura 13-47). Dessa forma, a adigao de 
ubiquitina bloqueia a reciclagem do receptor para a membrana plasmatica e direciona 
os receptores para a via de degradagao, como discutiremos a seguir. 

Endossomos primarios amadurecem ate endossomos tardios 

Os compartimentos endossomicos podem ser vistos ao microscopio eletronico adicio- 
nando-se uma molecula marcadora prontamente detectavel, como a enzima peroxidase, 
ao meio extracelular e permitindo tempos variaveis para a celula realizar a endocitose do 
marcador. A distribuigao da molecula depois de sua captagao revela a sequencia de even- 
tos. Dentro de 1 minuto ou pouco mais apos a adigao do marcador, ela comega a apare- 
cer nos endossomos primarios, logo abaixo da membrana plasmatica (Figura 13-53). 
Em 5 a 15 minutos, ela se move para os endossomos tardios, perto do aparelho de Golgi 
e proximo ao nucleo. 

Ainda nao se sabe completamente o quao cedo os endossomos aparecem, mas 
suas membranas e volumes sao derivados sobretudo de vesiculas endociticas que che- 
gam e se fundem umas com as outras (Animagao 13.4). Os endossomos primarios sao 
relativamente pequenos e patrulham o citoplasma subjacente a membrana plasmatica em 
movimentos irregulares de vaivem ao longo dos microtubulos, capturando as vesiculas 
que entram. Em geral, um endossomo primario recebe vesiculas que estao chegando por 
aproximadamente 10 minutos, periodo durante o qual a membrana e o fluido sao rapida- 
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Figura 13-53 Micrografia eletronica de 
um endossomo primario. 0 endossomo 
esta marcado com HRP (do ingles, horsera¬ 
dish peroxidase), uma enzima marcadora 
bastante utilizada, detectada, neste caso, 
por um produto de reagao eletrodenso. 
Muitas extensoes tubulares se sobressaem 
do espago vacuolar central do endossomo 
primario, que depois serao amadurecidas 
para originar o endossomo tardio. (De 
J. Tooze e M. Hollinshead, J. Cell Biol. 

1 18:813-830, 1992.) 
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Figura 13-54 Micrografia eletronica de um 
corpo multivesicular. A grande quantidade 
de membranas internas sera entregue ao 
lisossomo para digestao. (Cortesia de Andrew 
Staehelin, de A. Driouich, A. Jauneau e L.A. 
Staehelin; Plant Physiol. 113:487-492, 1997. 
Com permissao de American Society of Plant 
Biologists.) 


mente reciclados para a membrana plasmatica. Algumas das cargas que entram, entretan- 
to, acumulam-se durante o tempo de existencia do endossomo primario, sendo, por fim, 
incluidas no endossomo tardio. 

Os endossomos primarios possuem dommios tubulares e vacuolares (ver Figura 
13-53). A maioria da superficie de membrana esta nos tubulos, e a maioria do volume 
esta no dominio vacuolar. Durante a maturagao do endossomo, os dois dommios tern 
destinos diferentes: as porgoes vacuolares do endossomo primario sao retidas e trans- 
formadas em endossomos tardios; as porgoes tubulares encolhem. Os endossomos em 
maturagao, tambem chamados de corpos multivesiculares, migram ao longo dos micro- 
tubulos em diregao ao interior celular, largando tubulos e vesiculas de membranas que 
reciclam material para a membrana plasmatica e a TGN, e recebem protemas lisossomi- 
cas recem-sintetizadas. A medida que eles se concentram em uma regiao perinuclear na 
celula, os corpos multivesiculares se fundem uns com os outros e, finalmente, com os 
endolisossomos e os lisossomos (ver Figura 13-47). 

Muitas mudangas ocorrem durante o processo de maturagao. (1) O endossomo 
muda sua forma e localizagao a medida que os dommios tubulares sao perdidos e os 
dommios vacuolares sao completamente modificados. (2) Protemas Rab, lipideos fos- 
foinositideos, maquinaria de fusao (SNAREs e apresamento) e protemas motoras de mi- 
crotubulos, todos participam de uma reforma molecular na face citosolica da membrana 
do endossomo, mudando as caracteristicas funcionais da organela. (3) Uma V-ATPase na 
membrana do endossomo bombeia H + do citosol para dentro do lumen do endossomo e 
acidifica a organela. De forma crucial, o aumento da acidez que acompanha a maturagao 
torna as hidrolases lisossomicas mais ativas, influenciando muitas interagoes receptor- 
-ligante, controlando, assim, o carregamento e descarregamento de receptores. (4) As 
vesiculas intraluminais sequestram receptores sinalizadores endocitados para dentro do 
endossomo, parando, portanto, a atividade sinalizadora do receptor. (5) As protemas li¬ 
sossomicas sao entregues pela TGN para o endossomo em maturagao. A maioria desses 
eventos ocorre de forma gradual, mas eles acabam levando a uma transformagao com- 
pleta do endossomo em um endolisossomo primario. 

Alem de enviar cargas selecionadas para degradagao, o processo de maturagao e 
importante para a manutengao do lisossomo. A entrega continua de componentes do 
lisossomo da TGN para os endossomos em maturagao garante um suprimento basal de 
novas protemas lisossomicas. Os materiais endocitados se misturam com hidrolases aci- 
das recem-chegadas nos endossomos primarios. Embora alguma digestao possa come- 
gar aqui, muitas hidrolases sao sintetizadas e entregues como proenzimas, chamadas 
zimogenos, que content dommios inibitorios extras que mantem as hidrolases inativas 
ate que esses dommios seja proteoliticamente removidos em estagios posteriores da 
maturagao do endossomo. Alem disso, o pH dos endossomos primarios nao e baixo o 
suficiente para ativar as hidrolases lisossomicas de maneira otimizada. Por esses meios, 
as celulas podem recuperar protemas de membrana intactas dos endossomos primarios 
e recicla-las de volta a membrana plasmatica. 

Os complexos proteicos ESCRT sao mediadores da formagao de 
vesiculas intraluminais nos corpos multivesiculares 

A medida que os endossomos amadurecem, regioes da sua membrana invaginam para 
dentro do lumen do endossomo e destacam-se para formar as vesiculas intraluminais. 
Devido a sua aparencia ao microscopio eletronico, tais endossomos em maturagao tam¬ 
bem sao chamados de corpos multivesiculares (Figura 13-54). 

Os corpos multivesiculares carregam protemas de membrana endocitadas que 
serao degradadas. Como parte desse processo de selegao de protemas, receptores des- 
tinados a degradagao, como os receptores EGF ocupados descritos antes, seletivamen- 
te se distribuem nas membranas que se invaginam dos corpos multivesiculares. Assim, 
tanto receptores quanto quaisquer protemas sinalizadoras ligadas fortemente a eles sao 
sequestrados do citosol onde poderiam, de outra forma, continuar sinalizando. Eles tam¬ 
bem se tornam totalmente acessiveis as enzimas digestivas que por fim irao degrada-los 
(Figura 13-55). Alem das protemas de membrana endocitadas, os corpos multivesicula¬ 
res incluem o conteudo soliivel dos endossomos primarios destinados aos endossomos 
tardios e a digestao nos lisossomos. 
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Como ja discutido, a selegao para entrada nas vesiculas luminais exige uma ou 
mais marcagoes com ubiquitina, que sao adicionadas aos dominios citosolicos das 
proteinas de membrana. No inicio, essas marcagoes ajudam a guiar as protemas para 
dentro de vesiculas revestidas por clatrina na membrana plasmatica. Uma vez entregues 
na membrana endossomica, as marcagoes de ubiquitina sao novamente reconhecidas, 
dessa vez por uma serie de complexos proteicos ESCRT citosolicos (ESCRT-0,1 , He III), 
que se ligam de forma sequencial e por fim sao mediadores do processo de sortimento 
para o interior das vesiculas intraluminais. A invaginagao da membrana em corpos mul- 
tivesiculares tambem depende de uma cinase lipidica que fosforila fosfatidilinositol para 
produzir PI(3)P, que serve como um sitio de ancoragem adicional para os complexos 
ESCRT; esses complexos requerem tanto PI(3)P como a presenga das protemas-carga 
ubiquitinadas para se ligarem a membrana endossomica. O ESCRT-III forma grandes 
arranjos multimericos sobre a membrana que a curvam (Figura 13-56). 

Celulas mutantes comprometidas com o funcionamento do ESCRT apresentam 
defeitos na sinalizagao. Nessas celulas, os receptores ativados nao podem ser regulados 
negativamente por endocitose e empacotados nos corpos multivesiculares. Os recepto¬ 
res ainda ativos, assim, medeiam sinalizagao prolongada, que pode levar a proliferagao 
celular descontrolada e ao cancer. 

Os processos que dao forma as membranas em geral usam maquinaria semelhante. 
Devido a fortes similaridades nas sequencias de suas protemas, os pesquisadores acreditam 
que os complexos ESCRT sejam evolutivamente relacionados aos componentes mediado¬ 
res da deformagao da celula/membrana na citocinese em arqueias. Semelhantemente, a 
maquinaria ESCRT que direciona o brotamento interno da membrana do endossomo para 
formar as vesiculas intraluminais tambem e usada na citocinese de celulas animais e no 
brotamento de virus, que sao topologicamente equivalentes, ja que ambos os processos en- 
volvem brotamento a partir da superficie citosolica da membrana (Figura 13-57). 

Endossomos de reciclagem regulam a composigao da membrana 
plasmatica 

Os destinos dos receptores endocitados - e de quaisquer ligantes remanescentes ligados 
a eles - variam de acordo com o tipo especifico de receptor. Como discutido, a maioria 
dos receptores e reciclada e devolvida ao mesmo dominio de membrana do qual eles 
vieram; alguns procedem para um dominio diferente da membrana plasmatica, median- 
do, desse modo, a transcitose; e alguns progridem para os lisossomos, onde eles sao 
degradados. 


CITOSOL 


LUMEN DO 
ENDOSSOMO 



Figura 13-55 Sequestro de protemas 
endocitadas em vesfculas intraluminais 
de corpos multivesiculares. Proteinas de 
membrana ubiquitinadas sao separadas 
em dominios na membrana do endos¬ 
somo, que se invagina e se destaca para 
formar as vesiculas luminais. A marcagao 
de ubiquitina e removida e devolvida ao ci- 
tosol para reuso antes que a vesfcula intra¬ 
luminal se feche. Finalmente, as proteases 
e as lipases nos lisossomos digerem todas 
as membranas internas. Os processos de 
invaginagao sao essenciais para a digestao 
completa das proteinas de membrana 
endocitadas: porque a membrana externa 
do corpo multivesicular se torna contfnua 
com a membrana do lisossomo, que e 
resistente as hidrolases lisossomicas; as 
hidrolases, por exemplo, nao poderiam di- 
gerir os dominios citosolicos das proteinas 
de membrana endocitadas, como os 
receptores de EGF mostrados aqui, se as 
proteinas nao estivessem localizadas nas 
vesfculas intraluminais. 


Figura 13-56 Distribuigao de proteinas de 
membrana endocitadas para dentro de 
vesfculas intraluminais de um corpo mul¬ 
tivesicular. Uma serie de eventos de ligagao 
complexos transfere as protefnas-carga ubiqui¬ 
tinadas sequencialmente de um complexo ES¬ 
CRT (ESCRT-0) para o proximo, por fim concen- 
trando-as em areas da membrana que brotam 
para o interior do lumen do endossomo para 
formar as vesfculas intraluminais. 0 ESCRT-III 
se arranja em estruturas multimericas expan- 
sivas que sao mediadoras da invaginagao. Os 
mecanismos de como as moleculas-carga sao 
conduzidas para dentro das vesfculas e como 
as vesfculas sao formadas sem a inclusao dos 
proprios complexos ESCRT permanecem desco- 
nhecidos. Os complexos ESCRT sao soluveis no 
citosol, sendo recrutados sequencialmente para 
a membrana a medida que sao necessarios e, 
entao, liberados de volta ao citosol como vesf¬ 
culas que se destacam. 







738 PARTE IV Organizagao interna da celula 



CITOSOL 


ESPAgO 

EXTRACE LULAR 


Membrana 

plasmatica 


Membrana 

endossomica 


Vesfcula 

intraluminal 


\ Particula 

a viral 


Figura 13-57 Mecanismo conservado na 
formagao de corpo multivesicular e no 
brotamento de virus. Nos dois processos 
topologicamente equivalentes indicados pelas 
setas, os complexos ESCRT (nao mostrados) 
moldam a membrana em brotos que se soltam 
do citosol. 


Figura 13-58 Destinos possiveis para os re- 
ceptores transmembrana que foram endo- 
citados. Tres vias partindo do compartimento 
endossomico primario de uma celula epitelial 
sao mostradas. Receptores recuperados sao 
retornados (1) para o mesmo dominio da mem¬ 
brana plasmatica de onde vieram ( reciclagem) 
ou (2) via urn endossomo de reciclagem para 
urn dominio diferente da membrana plasmatica 
(' transcitose ). (3) Receptores que nao sao espe- 
cialmente recuperados dos endossomos prima¬ 
rio ou de reciclagem seguem a via do compar¬ 
timento endossomico para os lisossomos, onde 
eles sao degradados ( degradagao ). Se o ligante 
que e endocitado com o seu receptor perma- 
necer ligado ao receptor no ambiente acido do 
endossomo, ele seguira o mesmo destino do 
seu receptor; caso contrario, ele e entregue aos 
lisossomos. Os endossomos de reciclagem sao 
uma estagao de direcionamento na via trans¬ 
citotica. No exemplo de transcitose mostrado 
aqui, urn receptor Fc de anticorpo sobre uma 
celula epitelial do intestino se liga ao anticorpo 
e e endocitado, por fim carregando o anticorpo 
para a membrana plasmatica basolateral. 0 
receptor e chamado de receptor de Fc porque 
ele se liga a parte Fc do anticorpo (discutido no 
Capitulo 24). 


Os receptores nas superficies de celulas epiteliais polarizadas podem transferir ma- 
cromoleculas especificas de um espago extracelular para outro por transcitose. Um recem- 
-nascido, por exemplo, obtem anticorpos a partir do leite materno (que ajudam a protege- 
-lo contra infecgoes) por transporte atraves do epitelio intestinal. O lumen do intestino e 
acido e, nesse pH baixo, os anticorpos do leite se ligam a receptores especificos da superfi- 
cie apical (absorvente) das celulas do epitelio intestinal. Os complexos receptor-anticorpo 
sao internalizados por meio de fossas revestidas por clatrina e de vesiculas e sao entregues 
aos endossomos primarios. Os complexos permanecem intactos e sao recuperados em 
vesiculas de transporte que brotam de um endossomo primario e, subsequentemente, fu- 
sionam-se com o dominio basolateral da membrana plasmatica. Ao serem expostos ao pH 
neutro do liquido extracelular que banha a superficie basolateral das celulas, os anticorpos 
dissociam-se dos seus receptores e acabam por entrar na corrente sanguinea do bebe. 

A via transcitotica do endossomo primario de volta para a membrana plasmatica 
nao e direta. Primeiro os receptores se movem do endossomo primario para o endos¬ 
somo de reciclagem. A variedade de vias que diferentes receptores seguem a partir dos 
endossomos primarios implica que, alem dos sitios de ligagao para seus ligantes e sitios 
de ligagao para as fossas revestidas, muitos receptores tambem possuem sinais de sele- 
gao que os guiam para a via de transporte apropriada (Figura 13-58). 

As celulas podem regular a liberagao de proteinas de membrana dos endossomos 
de reciclagem, ajustando, assim, o fluxo de proteinas pela via transcitotica de acordo com 
a necessidade. Tal regulagao, cujo mecanismo e incerto, permite que os endossomos de 
reciclagem desempenhem um papel importante no ajuste da concentragao de proteinas 
especificas na membrana plasmatica. As celulas adiposas e musculares, por exemplo, 
contem grandes estoques intracelulares de transportadores de glicose que sao responsa- 
veis pela captagao de glicose atraves da membrana plasmatica. Essas proteinas de trans¬ 
porte de membrana sao estocadas em endossomos de reciclagem especializados ate que 
o hormonio insulina estimule a celula a aumentar sua taxa de captagao de glicose. Em 
resposta ao sinal da insulina, as vesiculas de transporte brotam rapidamente do endos¬ 
somo de reciclagem e entregam grandes quantidades de transportadores de glicose para 
a membrana plasmatica, como resultadoaumentando enormemente a razao de captagao 
de glicose para dentro da celula (Figura 13-59). De modo semelhante, as celulas dos rins 
regulam a insergao de aquaporinas e V-ATPases na membrana plasmatica para aumentar 
a excregao de agua e de acido respectivamente, ambos em resposta a hormonios. 

Celulas fagodticas espedalizadas podem ingerir grandes partfculas 

A fagocitose e uma forma especial de endocitose na qual uma celula utiliza grandes ve¬ 
siculas endociticas chamadas de fagossomos para ingerir grandes particulas como mi- 
crorganismos e celulas mortas. A fagocitose e diferente da macropinocitose, discutida 
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antes, tanto em proposito como em mecanismo. Nos protozoarios, a fagocitose e uma 
forma de alimentagao: grandes particulas capturadas por fagossomos terminam nos li- 
sossomos, e os produtos dos processos digestivos subsequentes passam para o citosol 
para serem usados como alimento. Entretanto, poucas celulas em organismos multice- 
lulares sao capazes de ingerir, de maneira eficiente, particulas tao grandes. No intestino 
dos animais, por exemplo, processos extracelulares quebram as particulas de alimento e 
as celulas importam os pequenos produtos da hidrolise. 

A fagocitose e importante para a maioria dos animais por outros propositos alem 
da nutrigao e e realizada principalmente por celulas especializadas - chamadas fagocitos 
profissionais. Nos mamiferos, duas classes de globulos brancos (leucocitos) que atuam 
como fagocitos profissionais sao os macrofagos e os neutrofilos (Animagao 13.5). Tais 
celulas desenvolvem-se a partir das celulas-tronco hematopoieticas (discutido no Capi- 
tulo 22) e ingerem microrganismos invasores para nos defender de infecgoes. Os macro - 
fagos tambem possuem um papel importante limpando celulas senescentes e celulas 
que morreram por apoptose (discutido no Capitulo 18). Em termos quantitativos, a lim- 
peza de celulas senescentes e de celulas mortas e, de longe, a mais importante: nossos 
macrofagos, por exemplo, fagocitam mais de 10 11 globulos vermelhos (eritrocitos) senes¬ 
centes em cada um de nos todos os dias. 

O diametro de um fagossomo e determinado pelo tamanho de suas particulas in- 
geridas, e essas particulas podem ser quase tao grandes quanto a propria celula fagoci- 
tica (Figura 13-60). Os fagossomos fundem-se com os lisossomos, e o material ingerido 
e, entao, degradado. Substancias indigestiveis permanecem nos lisossomos, formando 
corpos residuais que podem ser excretados das celulas por exocitose, como ja menciona- 
do. Alguns dos componentes da membrana plasmatica internalizados nunca alcangam 
o lisossomo, pois sao recuperados dos fagossomos em vesfculas transportadoras e retor- 
nam a membrana plasmatica. 

Algumas bacterias patogenicas desenvolveram mecanismos elaborados para evi- 
tar a fusao fagossomo-lisossomo. A bacteria Legionella pneumophila, por exemplo, que 
causa a doenga dos legionarios (discutida no Capitulo 23), injeta em seu desventurado 
hospedeiro uma enzima modificadora de Rab que leva certas proteinas Rab a desorien- 
tarem o trafego de membranas, evitando, dessa forma, a fusao fagossomo-lisossomo. A 
bacteria, assim poupada da degradagao lisossomica, permanece no fagossomo modi- 
ficado, crescendo e se dividindo como um patogeno intracelular, protegido do sistema 
imune adaptativo do hospedeiro. 

A fagocitose e um processo desencadeado por carga. Ou seja, ela necessita da ati- 
vagao de receptores na superficie celular que transmitem sinais para o interior da celula. 
Assim, para serem fagocitadas, as particulas devem primeiro ligar-se a superficie do fa- 
gocito (embora nem todas as particulas que se ligam sejam ingeridas). Os fagocitos tern 
varios tipos de receptores de superficie celular que estao funcionalmente ligados a ma- 
quinaria fagocitica da celula. Os anticorpos sao os gatilhos para a fagocitose mais bem 
caracterizados; eles nos protegem ligando-se na superficie de microrganismos infeciosos 
(patogenos) e iniciando uma serie de eventos que culminam com a fagocitose do invasor. 
Quando os anticorpos atacam um patogeno inicialmente, eles os revestem com moleculas 
de anticorpo que se ligam aos receptores de Fc na superficie de macrofagos e neutrofilos, 
ativando os receptores para induzir a celula fagocitica a estender pseudopodos, que engol- 
fam a particula e fundem-se nas suas pontas para formar um fagossomo (Figura 13-61A). 


Figura 13-59 Armazenamento de 
proteinas da membrana plasmatica em 
endossomos de reciclagem. Os endos¬ 
somos de reciclagem podem servir como 
sitios de armazenamento intracelular 
para proteinas da membrana plasmatica 
especializadas que podem ser mobilizadas 
quando necessarias. No exemplo mostra- 
do, a ligagao da insulina ao seu receptor 
desencadeia uma via de sinalizagao 
intracelular que leva a rapida insergao de 
transportadores de glicose na membrana 
plasmatica de uma celula adiposa ou 
muscular, aumentando intensamente a 
captagao de glicose. 
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Figura 13-60 Fagocitose por um macrofago. 

Uma micrografia eletronica de varredura de um 
macrofago de camundongo fagocitando dois 
eritrocitos quimicamente alterados. As setas 
vermelhas apontam para as bordas de processos 
finos (pseudopodos) do macrofago que estao 
estendendo-se como colares para engolfar os 
eritrocitos. (Cortesia de Jean Paul Revel.) 








740 PARTE IV Organizagao interna da celula 


Figura 13-61 Neutrofilo remodelando 
sua membrana plasmatica durante a 
fagocitose. (A) Uma micrografia eletro- 
nica de um neutrofilo fagocitando uma 
bacteria que esta em processo de divisao. 
(B) A extensao do pseudopodo e a forma¬ 
gao do fagossomo sao guiadas pela poli- 
merizagao e reorganizagao da actina, que 
responde ao acumulo de fosfoinositideos 
espedficos na membrana do fagossomo 
em formagao: o PI(4,5)P 2 estimula a poli- 
merizagao da actina, que promove a for¬ 
magao do pseudopodo, e entao o Pl(3,4,5) 
P 3 despolimeriza os filamentos de actina 
na base (A, cortesia de Dorothy F. Bainton, 
Phagocytic Mechanisms in Health and Di¬ 
sease. New York: Intercontinental Medical 
Book Corporation, 1971.) 


A polimerizagao localizada de actina, iniciada por GTPases da familia Rho e seus ativado- 
res Rho-GEFs (discutido nos Capitulos 15 e 16), forma os pseudopodos. As Rho GTPases 
ativadas acionam a atividade cinase das Pl-cinases locais para produzir PI(4,5)P 2 na mem¬ 
brana (ver Figura 13-11), que estimula a polimerizagao da actina. Para selar o fagossomo e 
completar o engolfamento, a actina e despolimerizada por uma PI 3-cinase que converte 
o PI(4,5)P 2 em PI(3,4,5)P 3 , que e necessario para o fechamento do fagossomo e tambem 
pode contribuir para remodelar a rede de actina, ajudando a direcionar a invaginagao dos 
fagossomos em formagao (Figura 13-61B). Dessa forma, a geragao e o consumo ordenados 
de fosfoinositideos especificos guiam as etapas sequenciais na formagao dos fagossomos. 

Muitas outras classes de receptores que promovem a fagocitose foram caracteri- 
zadas. Algumas reconhecem os componentes do complemento, que colaboram com os 
anticorpos ao sinalizar os microbios para a destruigao (discutido no Capitulo 24). Outras 
reconhecem diretamente os oligossacarideos da superficie de certos patogenos. Outras, 
ainda, reconhecem as celulas que morreram por apoptose. As celulas apoptoticas per- 
dem a distribuigao assimetrica de fosfolipideos nas suas membranas plasmaticas. Como 
consequencia, a fosfatidilserina carregada negativamente, que costuma ser restrita ao 
folheto citosolico da bicamada lipidica, passa a ser exposta no lado externo da celula, 
onde ajuda a desencadear a fagocitose da celula morta. 

Notavelmente, os macrofagos tambem fagocitarao uma variedade de particulas ina- 
nimadas - como vidro, granulos de latex e fibras de asbesto -, ainda que eles nao fagocitem 
celulas vivas em seu proprio corpo. As celulas vivas exibem sinais do tipo “nao me coma” 
na forma de proteinas de superficie celular que se ligam a receptores inibitorios na super¬ 
ficie dos macrofagos. Os receptores inibitorios recrutam tirosinas-fosfatase que antagoni- 
zam os eventos de sinalizagao intracelular requeridos para iniciar a fagocitose, inibindo 
desse modo o processo fagocitico localmente. Assim, a fagocitose, como varios outros pro¬ 
cesses celulares, depende de um equilibrio entre os sinais positivos que ativam o processo 
e os sinais negativos que o inibem. Acredita-se que as celulas apoptoticas possam tanto ga- 
nhar sinais do tipo “me coma” (como a fosfatidilserina exposta extracelularmente), quanto 
perder seus sinais “nao me coma" levando rapidamente a sua fagocitose pelos macrofagos. 

Resumo 

As celulas ingerem fluidos, moleculas e particulas por endocitose, em que regides localiza- 
das da membrana plasmatica invaginam-se e destacam-se paraformar vesiculas endod- 
ticas. Na maioria das celulas, a endocitose internaliza uma grande fragao da membrana 
plasmatica a cada bora. As celulas permanecem com o mesmo tamanho porque a maior 
parte dos componentes da membrana plasmatica (proteinas e lipideos) que sao endocita- 
dos sao continuamente devolvidos para a superficie celular por exocitose. Esse ciclo endo- 
citico-exocitico em larga escala e mediado sobretudo pelasfossas e vesiculas revestidas por 
clatrina, mas vias endociticas independentes de clatrina tambem contribuem. 

Enquanto muitas das moleculas endocitadas sao rapidamente recicladas para a 
membrana plasmatica, outras, porfim, acabam nos lisossomos, onde sao degradadas. A 
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maioria dos ligantes que sao endocitados com seus receptores se dissocia dos seus receptores 
no ambiente acido do endossomo e acaba terminando nos lisossomos, enquanto a maioria 
dos receptores e reciclada via vesiculas transportadoras de volta a superficie celular para 
reutilizagao. Muitos receptores de sinalizagao de superficie celular fleam marcados com 
ubiquitina quando ativados por ligagao aos seus ligantes extracelulares. A ubiquitinagao 
guia os receptores ativados para dentro dasfossas revestidas por clatrina; eles e seus ligan¬ 
tes sao internalizados e entregues de maneira eficiente para os endossomos primarios. 

Os endossomos primarios rapidamente amadurecem em endossomos tardios. Du¬ 
rante a maturagao, regioes da membrana endossomica contendo receptores ubiquitinados 
invaginam-se e destacam-se paraformar vesiculas intraluminais. Esse processo e mediado 
por complexos ESCRT e sequestra os receptores para fora do citosol, o que termina sua ati- 
vidade sinalizadora. Os endossomos tardios migram ao longo de microtubulos em diregao 
ao interior da celula, onde sefundem uns com os outros e com os lisossomos paraformar 
os endolisossomos, onde ocorre a degradagao. 

Em alguns casos, tanto o receptor quanto o ligante sao transferidos para um domi- 
nio diferente da membrana plasmatica, levando a liberagao do ligante em uma superficie 
diferente da qual se originou, um processo chamado de transcitose. Em algumas celulas, 
as protemas e lipideos da membrana plasmatica endocitados podem ser armazenados em 
endossomos de reciclagem, por quanto tempo for preciso, ate que sejam necessarios. 


TRANSPORTE DA REDE TRANS DE GOLGI PARA 0 EXTERIOR 
DA CELULA: EXOCITOSE 


Tendo considerado os sistemas endocitico e digestivo interno, e os varios tipos de trafego 
de membrana que entram e convergem nos lisossomos, retornamos agora ao aparelho 
de Golgi e examinamos as vias secretoras que levam na diregao de fora para o exterior 
celular. Normalmente, as vesiculas de transporte destinadas a membrana plasmatica 
deixam a TGN em um fluxo basal como tubulos de formato irregular. As protemas e os 
lipideos nessas vesiculas fornecem novos componentes para a membrana plasmatica 
da celula, enquanto as protemas soluveis dentro das vesiculas sao secretadas no espago 
extracelular. A fusao das vesiculas com a membrana plasmatica e chamada de exocitose. 
Essa e a rota pela qual, por exemplo, as celulas secretam a maioria dos proteoglicanos e 
glicoprotemas da matriz extracelular, como discutido no Capitulo 19. 

Todas as celulas necessitam dessa via secretora constitutiva, que opera continua- 
damente (Animagao 13.6). As celulas secretoras especializadas, entretanto, possuem 
uma segunda via secretora na qual protemas soluveis e outras substancias sao inicial- 
mente armazenadas em vesiculas secretoras para liberagao posterior por exocitose. Essa 
e a via secretora regulada, encontrada sobretudo em celulas especializadas para a se¬ 
cregao de produtos de demanda rapida - como hormonios, neurotransmissores ou enzi- 
mas digestivas (Figura 13-62). Nesta segao, consideramos o papel do aparelho de Golgi 
em ambas as vias e comparamos os dois mecanismos de secregao. 

Muitas protefnas e lipideos sao automaticamente carregados da 
rede trans de Golgi (TGN) para a superficie celular 



Uma celula com capacidade de secregao regulada deve separar pelo menos tres classes 
de protemas antes que estas deixem a TGN - aquelas destinadas aos lisossomos (via en¬ 
dossomos), aquelas destinadas as vesiculas secretoras e aquelas destinadas a entrega 
imediata para a superficie celular (Figura 13-63). Ja discutimos como as protemas des¬ 
tinadas aos lisossomos sao marcadas com M6P para o empacotamento em vesiculas de 
partida especificas, e acredita-se que sinais analogos direcionem as protemas secretoras 
para dentro de vesiculas secretoras. A via secretora constitutiva nao seletiva transporta 
a maioria das outras protemas diretamente a superficie celular. Como a entrada nessa 
via nao requer um sinal especifico, ela tambem e chamada de via padrao. Assim, em 
uma celula nao polarizada, como um leucocito ou um fibroblasto, parece que qualquer 
protema no lumen do aparelho de Golgi e automaticamente carregada pela via consti¬ 
tutiva para a superficie celular, a menos que ela seja especificamente devolvida ao RE, 
retida como uma protema residente do proprio aparelho de Golgi, ou selecionada para 
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Figura 13-62 As vias secretoras cons¬ 
titutive e regulada. As duas vias diver- 
gem na TGN. A via secretora constitutiva 
funciona em todas as celulas. Muitas 
proteinas soluveis sao continuamente 
secretadas da celula por essa via, que tam- 
bem fornece lipideos e proteinas recem- 
-sintetizados para a membrana plasmatica. 
As celulas secretoras especializadas tam- 
bem possuem uma via secretora regulada, 
pela qual proteinas selecionadas na TGN 
sao desviadas para vesiculas secretoras, 
onde as proteinas sao concentradas e 
estocadas ate que um sinal extracelular es- 
timule a sua secregao. A secregao regulada 
de moleculas pequenas, como histamina 
e neurotransmissores, ocorre por uma via 
semelhante; essas moleculas sao transpor- 
tadas ativamente do citosol para dentro 
de vesiculas secretoras pre-formadas. Elas 
costumam estar ligadas a macromoleculas 
especfficas (proteoglicanos, para a hista¬ 
mina) para que possam ser armazenadas 
em altas concentragoes sem gerar uma 
pressao osmotica excessivamente alta. 


Figura 13-63 As tres vias de distri- 
buicao de proteinas na rede trans de 
Golgi mais conhecidas. (1) Proteinas 
marcadas com manose-6-fosfato (M6P) 
(ver Figura 13-45) sao desviadas para os 
lisossomos (via endossomos) em vesiculas 
de transporte revestidas por clatrina. (2) 
Proteinas com sinais que as direcionam a 
vesiculas secretoras sao concentradas em 
tais vesiculas como parte de uma via secre¬ 
tora regulada que esta presente somente 
em celulas secretoras especializadas. (3) 

Em celulas nao polarizadas, uma via se¬ 
cretora constitutiva entrega proteinas sem 
caracterfsticas especiais a superficie celular. 
Em celulas polarizadas, como as epiteliais, 
entretanto, as proteinas secretadas e as da 
membrana plasmatica sao seletivamente 
direcionadas para o dominio apical ou 
para o dominio basolateral da membrana 
plasmatica, de forma que um sinal especi- 
fico deve mediar pelo menos uma dessas 
duas vias, como discutiremos adiante. 
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as vias que levam a secregao regulada, ou aos lisossomos. Em celulas polarizadas, onde 
diferentes produtos devem ser entregues a dommios diferentes da superficie celular, ve- 
remos que as opgoes sao mais complexas. 

Vesiculas secretoras brotam da rede trans de Golgi 

As celulas especializadas para secretar alguns dos seus produtos rapidamente por deman- 
da concentram e estocam esses produtos em vesiculas secretoras (muitas vezes chama- 
das de granulos secretores de nucleos densos porque possuem a regiao central densa, quan- 
do visualizadas ao microscopio eletronico). As vesiculas secretoras formam-se a partir da 
TGN e liberam os seus conteudos ao exterior celular por exocitose em resposta a sinais 
especificos. O produto secretado pode ser uma pequena molecula (como a histidina ou 
um neuropeptideo) ou uma proteina (como um hormonio ou uma enzima digestiva). 

As proteinas destinadas as vesiculas secretoras (chamadas de proteinas de secregao 
ou secretoras) sao empacotadas em vesiculas apropriadas na TGN por um mecanismo 
que envolve a agregagao seletiva das proteinas de secregao. Grumos de material agre- 
gado eletrodensos podem ser detectados por microscopia eletronica no lumen da TGN. 
Os sinais que direcionam as proteinas de secregao para tais agregados nao sao bem de- 
finidos e podem ser muito diversos. Quando um gene codificador de uma proteina de 
secregao e artificialmente expresso em uma celula secretora que em geral nao produz 
a proteina, a proteina externa e empacotada de forma apropriada em vesiculas de se- 
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cregao. Tal observagao mostra que, embora as protemas que uma celula em particular 
expressa e empacota em vesiculas secretoras sejam diferentes, elas contem sinais de dis- 
tribuigao comuns, que funcionam de maneira apropriada mesmo quando as protemas 
sao expressas em celulas que nao as produzem normalmente. 

Nao esta claro como os agregados de protemas de secregao sao separados para 
dentro das vesiculas secretoras. As vesiculas secretoras possuem protemas unicas em 
suas membranas, algumas das quais podem servir como receptores para protemas agre- 
gadas na TGN. Os agregados sao grandes demais, entretanto, para que cada molecula 
da protema secretada seja ligada pelo seu proprio receptor de carga, como ocorre para o 
transporte de enzimas lisossomicas. A captagao dos agregados em vesiculas secretoras 
pode, portanto, assemelhar-se mais a captagao de particulas por fagocitose na superficie 
celular, onde a membrana plasmatica engolfa grandes estruturas. 

No imcio, a maior parte da membrana das vesiculas secretoras que deixam a TGN 
esta apenas frouxamente ligada ao redor dos grumos de protemas de secregao agrega- 
das. Morfologicamente, essas vesiculas secretoras imaturas se parecem com cisternas 
dilatadas de trans de Golgi que se destacaram das pilhas de Golgi. A medida que as 
vesiculas amadurecem, elas se fundem umas as outras e seus componentes se tornam 
concentrados (Figura 13-64A), provavelmente como resultado tanto da recuperagao 
continua de membrana que e reciclada para a TGN, como da acidificagao progressiva do 
lumen da vesicula que resulta da concentragao crescente de ATPases do tipo V na mem¬ 
brana da vesicula que acidifica todas as organelas endociticas e exociticas (ver Figura 
13-37). O grau de concentragao de protemas durante a formagao e a maturagao das vesi¬ 
culas de secregao e apenas uma pequena parte da concentragao total de 200 a 400 vezes 
que ocorre apos elas deixarem o RE. As protemas de secregao e de membrana se tornam 
concentradas a medida que se movem do RE atraves do aparelho de Golgi devido a um 
extenso processo retrogrado de recuperagao mediado por vesiculas transportadoras re- 
vestidas por COPI que carregam protemas soliiveis residentes do RE de volta ao RE, en- 
quanto excluem as protemas de secregao e de membrana (ver Figura 13-25). 

A reciclagem de membranas e importante para o retorno de componentes do Golgi 
ao aparelho de Golgi, bem como para a concentragao dos conteiidos das vesiculas secre¬ 
toras. As vesiculas que sao mediadoras desta recuperagao se originam como brotos re- 
vestidos por clatrina sobre a superficie imatura das vesiculas secretoras, frequentemente 
sendo vistas ate mesmo em brotos de vesiculas secretoras que ainda nao se destacaram 
da pilha de Golgi (Figura 13-64B). 

Devido ao fato de as vesiculas secretoras maduras finais estarem tao densamente 
cheias de conteudo, a celula secretora pode expelir grandes quantidades de material por 
exocitose prontamente, quando for estimulada a faze-lo (Figura 13-65). 

Precursores de proteinas secretoras sao proteoliticamente 
processados durante a formagao das vesiculas secretoras 

A concentragao nao e o unico processo ao qual as protemas secretoras estao sujeitas a 
medida que as vesiculas secretoras amadurecem. Muitos hormonios proteicos e peque- 


Figura 13-64 Formagao de vesiculas 
secretoras. (A) As proteinas secretoras 
sao separadas e altamente concentradas 
nas vesiculas secretoras por dois meca- 
nismos. Primeiro, elas agregam-se no 
ambiente ionico da TGN; muitas vezes, os 
agregados tornam-se mais condensados a 
medida que as vesiculas secretoras ama¬ 
durecem e os seus lumens tornam-se mais 
acidos. Segundo, vesiculas revestidas por 
clatrina recuperam o excesso de membra¬ 
nas e de conteudo luminal presentes em 
vesiculas secretoras imaturas conforme as 
vesiculas secretoras amadurecem. (B) Esta 
micrografia eletronica mostra vesiculas 
secretoras se formando a partir da TGN 
em uma celula p secretora de insulina do 
pancreas. Anticorpos anticlatrina conju- 
gados a esferas de ouro {pontos pretos) 
foram utilizados para localizaras mole- 
culas de clatrina. As vesiculas secretoras 
imaturas, que contem proteina precursora 
de insulina (proinsulina), contem regioes 
com clatrina, que nao sao mais vistas na 
vesicula secretora madura. (B, cortesia de 
Lelio Orci.) 
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Figura 13-65 Exocitose de vesfculas secre- 
toras. 0 processo esta ilustrado esquematica- 
mente ( acima ) e em uma micrografia eletronica 
que mostra a liberagao de insulina de uma 
vesfcula secretora de uma celula (3 pancreatica. 
(Cortesia de Lelio Orci, de L. Orci, J.-D. Vassalli 
e A. Perrelet, Sci. Am. 259:85-94, 1988.) 


Figura 13-66 Vias de processamento alter¬ 
native para o pre-hormdnio poliproteina 
pro-opiomelanocortina. As clivagens iniciais 
sao realizadas por proteases que cortam proxi¬ 
mo a pares de aminoacidos positivamente car- 
regados (pares Lys-Arg, Lys-Lys, Arg-Lys ou Arg- 
-Arg). As reagoes de desbaste, entao, geram 
os produtos finals secretados. Diferentes tipos 
celulares produzem diferentes concentragoes 
das enzimas de processamento individuals, de 
forma que o mesmo pro-hormonio precursor 
e clivado para produzir distintos hormonios 
peptidicos. No lobo anterior da glandula hipo- 
fisaria, por exemplo, somente a corticotrofina 
(ACTH) e a (3-lipotrofina sao produzidas a partir 
da pro-opiomelanocortina (POMC), enquanto, 
no lobo intermediario da hipofise, sao produ- 
zidos principalmente hormonio estimulante de 
a-melanocitos (a-MSH), 7 -lipotrofina, (3-MSH 
e p-endorfina - a-MSH a partir de ACTH, e as 
outras tres a partir de p-lipotrofina. 


nos neuropeptfdeos, bem como muitas enzimas hidroliticas secretadas, sao sintetizados 
como precursores inativos. Aproteolise e necessaria para liberar as moleculas ativas des- 
sas protemas precursoras. As clivagens ocorrem nas vesfculas secretoras e, algumas ve- 
zes, no lfquido extracelular depois da secregao. Alem disso, muitas protemas precursoras 
possuem um propeptideo N-terminal que e cortado fora para formar a protema madura. 
Essas protemas sao sintetizadas como pre-pro-protemas, sendo que o pre-peptideo con- 
siste no peptideo-sinal para o RE que e clivado anteriormente no RE rugoso (ver Figura 
12-36). Em outros casos, as moleculas peptfdicas sinalizadoras sao produzidas como 
poliprotemas que contem multiplas copias da mesma sequencia de aminoacidos. Em 
casos ainda mais complexos, uma variedade de moleculas peptideo-sinal e sintetizada 
como parte de uma unica poliproteina que atua como um precursor para multiplos pro¬ 
dutos finais, que sao individualmente clivados a partir da cadeia polipeptfdica inicial. A 
mesma poliproteina pode ser processada de varias maneiras para produzir diferentes 
peptideos em diferentes tipos celulares (Figura 13-66). 

Por que o processamento proteolftico e tao comum na via secretora? Alguns dos 
peptideos produzidos dessa maneira, como as encefalinas (neuropeptideos de cinco 
aminoacidos com atividade semelhante a da morfina), sao, sem diivida, muito pequenos 
nas suas formas maduras para que sejam transportados a medida que sao traduzidos 
para o lumen do RE, ou para que sejam incluidos os sinais necessarios ao empacotamen- 
to em vesfculas secretoras. Alem disso, para as enzimas hidroliticas secretadas - ou qual- 
quer outra protema cuja atividade possa ser danosa no interior da celula que a produz -, 
o retardamento da ativagao da protema ate que esta alcance a vesfcula secretora, ou ate 
que tenha sido secretada, apresenta uma vantagem clara: evita que ela atue prematura- 
mente dentro da celula em que foi sintetizada. 

As vesfculas secretoras esperam proximo a membrana plasmatica 
ate que sejam sinalizadas para liberar os seus conteudos 

Uma vez carregadas, as vesfculas secretoras devem chegar ao sftio de secregao, o qual se lo¬ 
calize em algumas celulas, longe da TGN. As celulas nervosas representam o exemplo mais 
extremo. Protemas de secregao, como peptideos neurotransmissores (neuropeptfdeos), que 
serao liberados das terminagoes nervosas no final do axonio, sao produzidos e empacotados 
em vesfculas secretoras no corpo celular. Elas, entao, viajam ao longo do axonio para as ter¬ 
minagoes nervosas, que podem estar a um metro ou mais de distancia. Como discutido no 
Capftulo 16, as protemas motoras propelem as vesfculas ao longo de microtubulos axonicos, 
cuja orientagao uniforme guia as vesfculas na diregao apropriada. Os microtubulos tambem 
guiam as vesfculas de transporte a superffeie celular para a exocitose constitutiva. 

Enquanto as vesfculas de transporte contendo materials para a liberagao constituti¬ 
va se fundem com a membrana plasmatica assim que chegam a ela, as vesfculas secretoras 
da via regulada esperam junto a membrana plasmatica ate que a celula receba um sinal 
para secretar para, entao, se fundirem. O sinal pode ser um impulso nervoso eletrico (um 
potencial de agao) ou uma molecula sinalizadora extracelular, como um hormonio: em 
ambos os casos, ele leva a um aumento transitorio da concentragao de Ca 2+ livre no citosol. 

Para a exocitose rapida, as vesfculas sinapticas sao aprontadas na 
membrana plasmatica pre-sinaptica 

As celulas nervosas (e algumas celulas endocrinas) contem dois tipos de vesfculas se¬ 
cretoras. Como todas as celulas secretoras, essas celulas empacotam protemas e neu- 
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Figura 13-67 Exocitose de vesfculas sinapticas. Para a orientagao em uma sinapse, ver Figura 11-36. (A) 0 complexo trans-SNARE responsavel pela anco- 
ragem das vesfculas sinapticas a membrana plasmatica dos terminals nervosos consiste em tres protefnas. Tanto a v-SNARE sinaptobrevina quanto a t-SNARE 
sintaxina sao protefnas transmembrana, e cada uma contribui com uma a-helice ao complexo. Ao contrario das outras SNAREs discutidas antes, a t-SNARE 
SNAP25 e uma protefna de membrana periferica que contribui com duas a-helices ao feixe de quatro helices; as duas helices sao conectadas por uma alga ( linha 
tracejada) que se estende em paralelo a membrana e possui cadeias de acil graxos (nao mostrado) que a ancoram ali. As quatro a-helices estao representadas 
na forma de bastoes, para simplificar. (B) Na sinapse, a maquinaria basica da SNARE e modulada pelo sensor de C a 2+ sinaptotagmina e uma protefna adicional 
denominada complexina. As vesfculas sinapticas primeiro se ancoram na membrana (etapa 1), e o feixe de SNARE se monta parcialmente (etapa 2), resultando 
em uma "vesicula preparada" que ja foi puxada para perto da membrana. 0 feixe de SNARE e adicionalmente montado, mas a ligagao adicional de complexina 
evita sua fusao (etapa 3). Com a chegada de urn potencial de agao, o Ca 2+ entra na celula e se liga a sinaptotagmina, que libera o bloqueio e abre urn poro de 
fusao (etapa 4). Rearranjos posteriores completam a reagao de fusao (etapa 5) e liberam a maquinaria de fusao, que agora pode ser reutilizada. Tal arranjo ela- 
borado permite que a maquinaria de fusao responda na escala de milissegundos, o que e essencial para a sinalizagao sinaptica rapida e repetitiva. (A, adaptada 
de R.B. Sutton et al., Nature 395:347-353, 1998. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.; B, adaptada de Z.P. Pang e T.C. Sudhof, Curr. Opin. Cell Biol. 
22:496-505, 2010. Com permissao de Elsevier.) 


ropeptideos em vesfculas secretoras de nucleos densos da maneira padrao para a libe- 
ragao pela via secretora regulada. Adicionalmente, entretanto, elas fazem uso de outra 
classe especializada de vesfculas secretoras minusculas (com cerca de 50 nm de dia- 
metro) chamadas de vesfculas sinapticas. Tais vesfculas armazenam pequenas mole- 
culas neurotransmissoras como acetilcolina, glutamato, glicina e acido 7 -aminobutirico 
(GABA), que sao mediadoras da rapida sinalizagao da celula nervosa para sua celula-al- 
vo nas sinapses qufmicas. Quando um potencial de agao chega a um terminal nervoso, 
ele causa um influxo de Ca 2+ atraves dos canais de Ca 2+ dependentes de voltagem, o que 
aciona as vesfculas sinapticas a se fundirem com a membrana plasmatica e liberar seu 
conteudo ao espago extracelular (ver Figura 11-36). Alguns neuronios disparam mais de 
mil vezes por segundo, liberando neurotransmissores a cada vez. 

A velocidade da liberagao dos transmissores (levando apenas milissegundos) in- 
dica que as protefnas que medeiam a reagao de fusao nao sofrem rearranjos complexos 
e de multiplas etapas. Em vez disso, apos as vesfculas terem se ancorado a membrana 
plasmatica pre-sinaptica, elas sofrem uma etapa de preparagao, que as apronta para a 
rapida fusao. No estado de preparagao, as SNAREs estao parcialmente pareadas; suas 
helices nao estao completamente inseridas dentro do feixe de quatro helices necessario 
para a fusao (Figura 13-67). Protefnas denominadas complexinas congelam os comple¬ 
xos SNARE nesse estado metaestavel. Aparada imposta pelas complexinas e liberada por 
outra protefna de vesicula sinaptica, a sinaptotagmina, que contem domfnios de ligagao 
ao Ca 2+ . Um aumento no Ca 2+ citosolico desencadeia a ligagao de sinaptotagminas a fos- 
folipfdeos e a SNAREs, deslocando as complexinas. A medida que o feixe da SNARE se 
fecha completamente, um poro de fusao se abre e os neurotransmissores sao liberados. 
Em uma sinapse tfpica, apenas um pequeno mimero de vesfculas ancoradas sao apron- 
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Figura 13-68 Forma^ao das vesiculas 
sinapticas em uma celula nervosa. Es- 

tas vesiculas minusculas e uniformes sao 
encontradas somente nas celulas nervosas 
e em algumas celulas endocrinas, onde 
elas estocam e secretam pequenas mo- 
leculas neurotransmissoras. A entrada 
de neurotransmissores diretamente para 
dentro das pequenas vesiculas endociticas 
que se formam a partir da membrana plas¬ 
matica e mediada por transportadores de 
membrana que funcionam como antipor- 
tes e sao conduzidos por urn gradiente de 
H + mantido pelas bombas de H + V-ATPase 
na membrana da vesfcula (discutido no 
Capitulo 11). 


tadas e preparadas para a exocitose. O uso de somente um pequeno numero de vesiculas 
a cada vez permite que cada sinapse dispare varias vezes em rapida sucessao. A cada dis- 
paro, novas vesiculas sinapticas se ancoram e ficam preparadas para substituir aquelas 
que se fundiram e liberaram seu conteiido. 

Vesiculas sinapticas podem se formar diretamente a partir de 
vesiculas endociticas 

Para que a terminagao nervosa responda rapida e repetidamente, as vesiculas sinapticas 
precisam ser reabastecidas muito rapido depois que elas descarregam. Portanto, a maio- 
ria das vesiculas sinapticas sao geradas nao a partir da membrana de Golgi no corpo da 
celula nervosa, mas pela reciclagem local da membrana plasmatica pre-sinaptica nas 
terminagoes nervosas (Figura 13-68). De modo semelhante, componentes de membra¬ 
na recem-sintetizados das vesiculas sinapticas sao inicialmente entregues a membrana 
plasmatica pela via secretora constitutiva e entao recuperados por endocitose. Mas em 
vez de se fusionarem com os endossomos, a maioria das vesiculas endociticas e ime- 
diatamente preenchida com neurotransmissores para se tornarem vesiculas sinapticas. 

Os componentes de membrana de uma vesfcula sinaptica incluem transporta¬ 
dores especializados na captagao de neurotransmissores do citosol, onde as pequenas 
moleculas neurotransmissoras mediadoras da rapida sinalizagao sinaptica sao sinteti- 
zadas. Uma vez cheias de neurotransmissores, as vesiculas sinapticas podem ser usadas 
novamente (ver Figura 13-68). Visto que as vesiculas sinapticas sao abundantes e de ta- 
manho relativamente uniforme, elas podem ser purificadas em grandes quantidades e, 
como consequencia, sao as organelas mais bem caracterizadas da celula, ja que todos os 
seus componentes de membrana foram identificados por analise proteomica quantita- 
tiva (Figura 13-69). Estendendo-se tal analise para um terminal pre-sinaptico completo, 
podemos ter um exemplo do ambiente populoso no qual as reagoes ocorrem. 

Os componentes de membrana das vesiculas secretoras sao 
rapidamente removidos da membrana plasmatica 

Quando uma vesfcula secretora se funde a membrana plasmatica, o seu conteudo e descar- 
regado da celula por exocitose, e a sua membrana torna-se parte da membrana plasmatica. 
Embora isso devesse aumentar muito a area superficial da membrana plasmatica, tal fato 
ocorre apenas de forma transitoria, porque os componentes de membrana sao removidos 
da superffcie por endocitose quase tao rapido quanto sao adicionados pela exocitose, em 
um processo que lembra o ciclo de exocitose-endocitose discutido antes. Apos sua remogao 
da membrana plasmatica, as protemas das membranas das vesiculas secretoras sao reci- 
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Figura 13-69 Modelos em escala de um terminal pre-sinap- 
tico e de uma vesicula sinaptica cerebrais. As ilustragoes mos- 
tram secgoes atraves de um terminal pre-sinaptico (A; aumentado 
em B) e de uma vesicula sinaptica (C) nas quais proteinas e lipideos 
sao desenhados em escala com base na sua estequiometria co- 
nhecida e estruturas conhecidas ou aproximadas. A localizagao 
relativa das moleculas proteicas em diferentes regioes do terminal 
pre-sinaptico foi inferida a partir de imagens de microscopia 
eletronica de super-resolugao. 0 modelo em (A) contem 300 mil 
proteinas de 60 tipos diferentes que variam em abundancia de 
150 copias a 20 mil copias. No modelo em (C), somente 70% das 
proteinas de membrana presentes na membrana sao mostradas; 
um modelo completo mostraria, assim, uma membrana que seria 
ainda mais populosa do que esta imagem sugere (Animagao 
13.7). Cada membrana de vesicula sinaptica contem 7 mil mole¬ 
culas de fosfolipideos e 5.700 moleculas de colesterol. Cada uma 
tambem contem cerca de 50 moleculas de proteinas integrals de 
membrana, que variam amplamente em sua abundancia relativa e, 
juntas, contribuem com cerca de 600 a-helices transmembrana. A 
v-SNARE sinaptobrevina transmembrana e a proteina mais abun- 
dante na vesicula (cerca de 70 copias por vesicula). Ao contrario, 
a V-ATPase, que utiliza a hidrolise de ATP para bombear H + para 
dentro do lumen da vesicula, esta presente com 1 a 2 copias por 
vesicula. O gradiente de H + fornece a energia para a importagao 
dos neurotransmissores por um antiporte HVneurotransmissor, 
que carrega cada vesicula com 1.800 moleculas de neurotrans¬ 
missores, como o glutamato, um dos quais esta representado em 
escala. (A e B, de B.G. Wilhelm et al„ Science 344:1023-1028, 
2014. Com permissao de AAAS; C, adaptada de S. Takamori et al., 
Cell 127:831-846, 2006. Com permissao de Elsevier.) 
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(A) CITOCINESE 



Figura 13-70 Quatro exemplos de exo- 
citose regulada que levam a expansao 
da membrana plasmatica. Acredita-se 
que as vesiculas em fusao com a mem¬ 
brana plasmatica durante a citocinese 
(A) e a fagocitose (B) sejam derivadas 
dos endossomos, ao passo que aquelas 
envolvidas no reparo de lesoes (C) sejam 
derivadas das membranas plasmaticas. A 
vasta quantidade de membrana plasmatica 
nova inserida durante a celularizagao em 
urn embriao de mosca ocorre por fusao 
citoplasmatica de vesiculas (D). 


cladas ou transportadas aos lisossomos para degradagao. A quantidade de membrana de 
vesiculas secretoras que e temporariamente adicionada a membrana plasmatica pode ser 
enorme: em uma celula pancreatica acinar que descarrega enzimas digestivas para o lumen 
intestinal, cerca de 900 |xm 2 de membrana de vesiculas sao inseridos na membrana plasma¬ 
tica apical (cuja area e de somente 30 pim 2 ) quando a celula e estimulada a secretar. 

O controle do trafego de membranas realiza, portanto, um papel principal na ma- 
nutengao da composigao das varias membranas da celula. Para manter cada comparti- 
mento envolto por membranas nas vias secretora e endocitica com tamanho constante, o 
balango entre os fluxos de membranas para fora e para dentro necessita ser precisamente 
regulado. Para que as celulas cresgam, contudo, o fluxo progressive deve ser maior do 
que o fluxo retrogrado, de modo que a membrana possa aumentar em area. Para que as 
celulas mantenham um tamanho constante, os fluxos progressive e retrogrado devem ser 
equivalentes. Ainda sabemos pouco acerca dos mecanismos que coordenam esses fluxos. 

Alguns eventos de exocitose regulada servem para aumentar a 
membrana plasmatica 

Uma tarefa importante da exocitose regulada e entregar mais membrana para aumen¬ 
tar a area de superficie da membrana plasmatica de uma celula quando essa necessi- 
dade aparece. Um exemplo espetacular e a expansao da membrana que ocorre durante 
o processo de celularizagao em um embriao de mosca, que inicialmente e um sincicio 
- uma unica celula contendo cerca de 6 mil nucleos cercados por uma unica membrana 
plasmatica (ver Figura 21-15). Dentro de algumas dezenas de minutos, o embriao e con- 
vertido no mesmo numero de celulas. Esse processo de celularizagao requer uma vasta 
quantidade de membrana plasmatica nova, que e adicionada por uma cuidadosa e or- 
questrada fusao de vesiculas citoplasmaticas que acaba por formar as membranas plas¬ 
maticas que delimitam as celulas separadas. Eventos semelhantes de fusao de vesiculas 
sao necessarios para aumentar a membrana plasmatica quando outras celulas animais 
ou vegetais se dividem durante a citocinese (discutido no Capitulo 17). 

Varias celulas animais, em especial aquelas sujeitas a estresse mecanico, muitas 
vezes experimentam pequenas rupturas em sua membrana plasmatica. Em um sur- 
preendente processo que possivelmente envolva tanto a fusao homotipica vesicula-ve- 
sicula quanto a exocitose, um segmento temporario da superficie celular e rapidamente 
modelado por fontes internas a membrana localmente dispomveis, como os lisossomos. 
Alem de proporcionar uma barreira de emergencia contra vazamentos, o segmento re- 
duz a tensao da membrana sobre a area lesada, permitindo que a bicamada se reapro- 
xime para restaurar a continuidade e selar a ruptura. Esse processo de reparo de mem¬ 
brana, a fusao e a exocitose de vesiculas, e desencadeado pelo aumento subito de Ca 2+ , 
que e abundante no espago extracelular e apressa-se para o interior celular assim que 
a membrana plasmatica e aberta. A Figura 13-70 mostra quatro exemplos nos quais a 
exocitose regulada leva a expansao da membrana plasmatica. 

Celulas polarizadas direcionam protefnas da rede trams de Golgi 
para o dominio apropriado da membrana plasmatica 

A maioria das celulas nos tecidos e polarizada, com dois ou mais dommios de membrana 
plasmatica molecular e funcionalmente diferentes. Isso levanta o problema generico de 
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como e organizada a entrega de membranas do aparelho de Golgi de forma a manter as 
diferengas entre um dominio superficial celular e outro. Uma celula epitelial tipica, por 
exemplo, possui um dominio apical , que esta face a uma cavidade interna ou ao mundo 
exterior e em geral possui caracteristicas especiais como cilios ou uma borda em escova de 
microvilosidades. Tambem ha um dominio basolateral , que cobre o resto da celula. Os dois 
dommios sao separados por um anel de jungoes compactas (ver Figura 19-21), que evita 
que as protemas e lipideos (no folheto externo da bicamada lipidica) se difundam entre os 
dois dommios, de forma que as diferengas estre os dois dommios sejam mantidas. 

Em principio, as diferengas entre os dommios da membrana plasmatica nao preci- 
sam depender da entrega direcionada dos componentes apropriados de membrana. Ao 
contrario, os componentes de membrana poderiam ser entregues a todas as regioes da 
superficie celular de modo indiscriminado, para entao serem seletivamente estabilizados 
em algumas localizagoes e seletivamente eliminados de outras. Embora essa estrategia 
de entrega aleatoria seguida da retengao ou da remogao seletivas parega ser utilizada em 
certos casos, as entregas costumam ser direcionadas de forma especifica para o dominio 
de membrana apropriado. As celulas epiteliais que revestem o intestino, por exemplo, 
secretam enzimas digestivas e muco pela sua superficie apical e componentes da mem¬ 
brana basal pela sua superficie basolateral. Tais celulas devem ser dotadas de maneiras 
de direcionar vesiculas que carreguem diferentes cargas para os diferentes dommios da 
membrana plasmatica. As protemas do RE destinadas a diferentes dommios deslocam-se 
juntas ate alcangarem a TGN, onde sao separadas e despachadas nas vesiculas secretoras 
ou de transporte para o dominio de membrana plasmatica apropriado (Figura 13-71). 

A membrana plasmatica apical da maioria das celulas epiteliais e altamente enri- 
quecida de glicoesfingolipideos, que ajudam a proteger essa superficie exposta contra 
danos - por exemplo, das enzimas digestivas e do baixo pH em locais como o intestino 
e o estomago respectivamente. De modo semelhante, as protemas de membrana plas¬ 
matica que sao ligadas a bicamada lipidica por uma ancora de GPI (ver Figura 12-52) 
sao encontradas predominantemente na membrana plasmatica apical. Se tecnicas de 
DNA recombinante forem utilizadas para anexar uma ancora de GPI a proteina que nor- 
malmente seria entregue a superficie basolateral, a proteina geralmente sera entregue 
a superficie apical, em vez da basolateral. Acredita-se que as protemas ancoradas por 
GPI sejam direcionadas a membrana apical porque se associam a glicoesfingolipideos 
em balsas lipidicas que se formam na membrana da TGN. Como discutido no Capitulo 
10, balsas lipidicas se formam na TGN e na membrana plasmatica quando moleculas de 
glicoesfingolipideos e colesterol se associam (ver Figura 10-13). Tendo selecionado um 
unico conjunto de moleculas-carga, as plataformas, entao, brotam da TGN em vesiculas 
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Figura 13-71 Duas vias de distribuigao 
de protemas de membrana plasmatica 
em uma celula epitelial polarizada. 

(A) Na via direta, as proteinas destinadas 
a diferentes domfnios da membrana plas¬ 
matica sao selecionadas e empacotadas 
em diferentes vesfculas de transporte. 0 
sistema de entrega dependente de balsa 
lipidica para o dominio apical descrito no 
texto e um exemplo de via direta. 

(B) Na via indireta, uma proteina e retirada 
do dominio inapropriado da membrana 
plasmatica por endocitose e transportada 
para o dominio correto por meio de en- 
dossomos primarios - isto e, por transci- 
tose. A via indireta, por exemplo, e usada 
em hepatocitos do ffgado para entregar 
proteinas ao dominio apical que reveste os 
ductos biliares. 


(A) DISTRIBUigAO DIRETA 
NA REDE TRANS DE GOLGI 


(B) DISTRIBUigAO INDIRETA 

VIA ENDOSSOMOS PRIMARIOS 
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OQUE NAO SABEMOS 

• De que forma as protemas de di- 
recionamento e fusao, como as 
SNAREs, sao reguladas para que 
possam ser devolvidas aos seus 
respectivos compartimentos doa- 
dores no estado inativo? 

• Como uma celula realiza o balan- 
go dos eventos exocitico e endo- 
cftico para manter a membrana 
plasmatica com tamanho cons- 
tante? 


de transporte destinadas a membrana plasmatica apical. Esse processo e semelhante a 
partigao seletiva de algumas protemas de membrana para os dominios lipidicos especia- 
lizados em caveolas na membrana plasmatica, antes discutido. 

As protemas de membrana destinadas a membrana basolateral contem sinais de 
distribuigao em suas caudas citosolicas. Quando presentes em um contexto estrutural 
apropriado, esses sinais sao reconhecidos por protemas de revestimento que as empa- 
cotam em vesiculas de transporte apropriadas na TGN. Os mesmos sinais basolaterais 
que sao reconhecidos na TGN tambem funcionam nos endossomos primarios para redi- 
recionar as protemas de volta a membrana plasmatica basolateral depois de terem sido 
endocitadas. 

Resumo 


• As celulas-filhas recem-formadas 
podem gerar um aparelho de Golgi 
de novo ou elas precisam herda-lo? 

• Como os lisossomos evitam a di- 
gestao de suas proprias membra- 
nas? 

• Como uma celula mantem a quan- 
tidade certa de cada componente 
(organelas, moleculas) e como ela 
muda essas quantidades quando 
necessario (p. ex., para expandir 
exacerbadamente o reticulo endo- 
plasmatico quando a celula preci- 
sa produzir grandes quantidades 
de protemas de secregao)? 


As celulas podem secretar moleculas por exocitose de maneira constitutiva ou regulada. 
Enquanto as vias reguladas operam somente em celulas secretoras especializadas, a via 
secretora constitutiva funciona em todas as celulas eucarioticas, sendo caracterizada por 
um contmuo transporte vesicular da TGN para a membrana plasmatica. Nas vias regu¬ 
ladas, as moleculas sao estocadas tanto em vesiculas secretoras como em vesiculas sinap- 
ticas, que nao se fundem a membrana plasmatica para liberar os seus conteudos ate que 
recebam um sinal apropriado. As vesiculas secretoras contendo protemas para secregao 
brotam da rede trans de Golgi. As protemas de secregao se concentram durante aforma- 
gao e a maturagao das vesiculas secretoras. As vesiculas sinapticas, que sao limitadas as 
terminagoes nervosas e algumas celulas endocrinas, formam-se tanto a partir de vesiculas 
endodticas como de endossomos, e elas sao mediadoras da secregao regulada de pequenas 
moleculas neurotransmissoras nos terminals axonicos das celulas nervosas. 

As protemas sao entregues da TGN para a membrana plasmatica pela via constitu¬ 
tiva, a menos que sejam desviadas para outras vias ou retidas no aparelho de Golgi. Em 
celulas polarizadas, as vias de transporte da TGN para a membrana plasmatica operam 
seletivamente para assegurar que diferentes conjuntos de protemas de membrana, protei- 
nas secretadas e lipideos sejam entregues a diferentes dominios da membrana plasmatica. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

13-1 Em todos os eventos envolvendo fusao de uma vesi- 
cula a membrana-alvo, os folhetos citosolicos da vesicula e 
das bicamadas-alvo sempre se fundem, assim como fazem 
os folhetos que nao estao em contato com o citosol. 

13-2 Existe uma exigencia rigorosa para a saida de uma 
protema do RE: ela deve estar corretamente enovelada. 

13-3 Todas as glicoprotemas e os glicolipideos das mem- 
branas intracelulares possuem cadeias de oligossacarideos 
voltadas para o lumen, e todos aqueles da membrana plas¬ 
matica possuem cadeias de oligossacarideos voltadas para o 
exterior celular. 

Discuta as questdes a seguir. 

13-4 Em uma celula que nao se divide, como uma celula 
hepatica, por que o fluxo de membrana entre os comparti¬ 
mentos deve ser balanceado, de modo que as vias de recupe- 
ragao e de saida sejam equivalentes? Voce esperaria o mes- 
mo fluxo balanceado em uma celula epitelial do intestino 
que esta se dividindo ativamente? 

13-5 Os virus envelopados, que possuem um revestimen¬ 
to de membrana, ganham acesso ao citosol por fusao com a 
membrana celular. Por que voce supoe que esses virus codi- 
ficam sua propria protema de fusao especial, em vez de utili- 
zarem as SNAREs da celula? 


13-6 Para que ocorra a fusao de uma vesicula com sua 
membrana-alvo, as membranas devem ser aproximadas a 
uma distancia de 1,5 nm, de modo que as duas bicamadas 
possam se juntar (Figura Q13-1). Assumindo que as porgoes 
relevantes das duas membranas no local de fusao sejam re- 
gioes circulares de 1,5 nm de diametro, calcule o numero de 
moleculas de agua que poderiam permanecer entre as mem¬ 
branas. (A agua e 55,5 M, e o volume de um cilindro e 7ir 2 a.) 
Dado que um fosfolipideo medio ocupa uma area de superfi- 
cie da membrana de 0,2 nm 2 , quantos fosfolipideos estariam 
presentes em cada uma das monocamadas opostas no local 
da fusao? Ha moleculas de agua suficientes para se ligarem 
aos grupos de cabega hidrofilicos desse numero de fosfolipi¬ 
deos? (Estima-se que 10 a 12 moleculas de agua normalmen- 
te se associem com cada grupo de cabega de fosfolipideo na 
superficie exposta da membrana.) 



Figura Q13-1 Aproximagao de uma vesicula e sua membrana-alvo em pre- 
paragao para fusao. 
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13-7 As SNAREs existem como parceiros complementa- 
res que conduzem as fusoes de membrana entre vesfculas 
apropriadas e suas membranas-alvo. Dessa forma, uma 
vesfcula com uma variedade particular de v-SNARE se 
fundira somente com a membrana que carregar a t-SNARE 
complementar. Em alguns casos, no entanto, sabe-se que 
ocorrem fusoes de membranas identicas (fusoes homotf- 
picas). Por exemplo, quando uma celula de levedura for¬ 
ma um broto, as vesfculas derivadas do vacuolo da celu- 
la-mae movem-se para dentro do broto onde se fundem 
umas com as outras para formar um novo vacuolo. Essas 
vesfculas carregam tanto v-SNAREs quanto t-SNAREs. Os 
dois tipos de SNAREs sao essenciais para esse evento de 
fusao homotfpica? 

Para testar essa circunstancia, voce desenvolveu um 
engenhoso ensaio para fusao de vesfculas vacuolares. Voce 
prepara vesfculas de duas linhagens mutantes diferentes de 
leveduras: a linhagem B possui um gene defeituoso para a 
fosfatase alcalina nuclear (Pase); a linhagem A e defeituosa 
na protease que converte o precursor da fosfatase alcalina 
(pro-Pase) em sua forma ativa (Pase) (Figura Q13-2A). Ne- 
nhuma das linhagens possui fosfatase alcalina ativa, porem, 
quando os extratos das linhagens sao misturados, a fusao de 
vesfculas produz uma fosfatase alcalina ativa, que pode ser 
facilmente mensurada (Figura Q13-2). 

Agora voce deleta os genes da v-SNARE vacuolar, da 
t-SNARE ou de ambas em cada uma das duas linhagens de 
levedura. Voce prepara vesfculas vacuolares de cada uma e 
as testa quanto a capacidade de fusao, pela medida da ativi- 
dade da fosfatase alcalina (Figura Q13-2B). 

O que esses dados dizem sobre as necessidades das 
v-SNAREs e t-SNAREs na fusao de vesfculas vacuolares? Im- 
porta qual e o tipo de SNARE presente em cada vesfcula? 

13-8 Se voce fosse remover o sinal de recuperagao para o 
RE da protefna dissulfeto isomerase (PDI), que normalmen- 
te e uma residente soluvel no lumen do RE, onde voce espe- 
raria que a PDI modificada se localizasse? 

13-9 O receptor de KDEL deve ir e voltar entre o RE e o 
aparelho de Golgi para cumprir sua tarefa de assegurar que 
protefnas soluveis do RE fiquem retidas no lumen do RE. Em 
qual compartimento o receptor de KDEL liga seus ligantes 
mais fortemente? Em qual compartimento ele liga seus li¬ 
gantes mais fracamente? O que se supoe ser a base para suas 
afinidades diferentes de ligagao nos dois compartimentos? 
Se voce fosse projetar o sistema, em qual compartimento 
voce teria a maior concentragao de receptores de KDEL? 
Voce diria que o receptor de KDEL, que e uma protefna 
transmembrana, possuiria um sinal de recuperagao para RE 
nele proprio? 

13-10 Como o baixo pH dos lisossomos protege o resto 
da celula das enzimas lisossomicas no caso de rupturas dos 
lisossomos? 


(A) Linhagem A 


Linhagem B 


(B) 
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Combinagoes de SNARE 


Figura Q13-2 Condigoes das SNAREs para fusao de vesfculas. (A) Esquema 
para medir a fusao de vesfculas vacuolares. (B) Resultados das fusoes de 
vesfculas com diferentes combinagoes de v-SNAREs e t-SNAREs. As SNAREs 
presentes nas vesfculas das duas linhagens estao indicadas como v (v-SNARE) 
e t (t-SNARE). 


13-11 Os melanossomos sao lisossomos especializados 
que armazenam pigmentos para a liberagao eventual por 
exocitose. Varias celulas, como celulas da pele e do cabe- 
lo, capturam, entao, o pigmento, o que contribui para suas 
pigmentagoes caracterfsticas. Mutantes de camundongo 
que possuem melanossomos defeituosos frequentemente 
possuem cores palidas ou incomuns de pelagem. Um desses 
camundongos de cor clara, o camundongo Mocha (Figura 
Q13-3), possui um defeito no gene de uma das subunidades 
do complexo de protefnas adaptadoras AP3, que esta asso- 
ciado ao brotamento de vesfculas revestidas a partir da rede 
trans de Golgi. Como a perda de AP3 pode causar um defeito 
nos melanossomos? 



normal Mocha 


Figura Q13-3 Um camun- 
dongo normal e um camun¬ 
dongo Mocha. Alem de 
sua cor clara de pelagem, o 
camundongo Mocha tern mau 
senso de equilfbrio. (Cortesia 
de Margit Burmeister.) 
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Conversao de energia: 
mitocondrias e cloroplastos 


CAPITULO 

14 


Como explicamos no Capitulo 2, para manter seu alto grau de organizagao em um uni- 
verso que esta constantemente se dirigindo rumo ao caos, as celulas apresentam uma 
necessidade continua de um suprimento abundante de ATP. Nas celulas eucarioticas, 
a maior parte do ATP que fornece energia para os processos vitais e produzida por 
organelas conversoras de energia, estruturas especializadas e delimitadas por membra- 
na. Existem dois tipos distintos. As mitocondrias, que ocorrem em quase todas as celu¬ 
las de animais, plantas e fungos, "queimam” moleculas do alimento para produzir ATP 
pelafosforilagao oxidativa. Os cloroplastos, que ocorrem somente em plantas e algas 
verdes, aproveitam a energia solar para produzir ATP pela fotossmtese. Em micrografias 
eletronicas, as caracteristicas mais marcantes de mitocondrias e cloroplastos sao seus 
vastos sistemas de membranas internas. Essas membranas internas contem conjuntos 
de complexos de protemas que atuam em grupo para produzir a maior parte do ATP 
celular. Nas bacterias, versoes simplificadas de complexos proteicos essencialmente 
identicos produzem ATP, mas eles estao localizados na membrana plasmatica da celula 
(Figura 14-1). 

Comparagoes das sequencias de DNA indicam que as organelas conversoras de 
energia dos eucariotos atuais foram originadas de celulas procarioticas que sofreram 
endocitose durante a evolugao dos eucariotos (discutido no Capitulo 1). Isso explica 
o motivo pelo qual mitocondrias e cloroplastos contem seu proprio DNA, que ainda 
codifica um subconjunto das suas protemas. Com o tempo, essas organelas perderam 
a maior parte dos seus genomas e se tornaram altamente dependentes de protemas 
codificadas por genes do nucleo, sintetizadas no citosol e, por fim, importadas para a 
organela. E as celulas eucarioticas hoje dependem dessas organelas nao somente para 
a produgao do ATP necessario para biossintese, transporte de solutos e movimento, 
mas tambem para muitas reagoes biossinteticas importantes que ocorrem dentro des¬ 
sas organelas. 

A origem evolutiva comum da maquinaria de conversao de energia em mito¬ 
condrias, cloroplastos e procariotos (arqueias e bacterias) esta refletida no mecanismo 
fundamental que elas compartilham para aproveitar a energia. Esse mecanismo e co- 
nhecido como acoplamento quimiosmotico, referindo-se a um acoplamento entre as 
reagoes de formagao de ligagoes quimicas que produzem ATP (“quimio”) e processos de 
transporte atraves da membrana (“osmotico”). Os processos quimiosmoticos ocorrem 
em duas etapas acopladas, ambas desempenhadas pelos complexos proteicos em uma 
membrana. 


NESTE CAPITULO 

MITOCONDRIA 

BOMBAS DE PROTONS DA 
CADEIA TRANSPORTADORA 
DE ELETRONS 

PRODUCAO DE ATP NAS 
MITOCONDRIAS 

CLOROPLASTOS E 
FOTOSSINTESE 

SISTEMAS GENETICOS 
DE MITOCONDRIAS E 
CLOROPLASTOS 



Figura 14-1 Os sistemas de membrana 
de bacterias, mitocondrias e cloroplas¬ 
tos sao relacionados. As mitocondrias 
e os cloroplastos sao organelas celulares 
que se originaram de bacterias e retiveram 
os mecanismos de conversao de energia 
bacterianos. Tal qual seus ancestrais bac- 
terianos, as mitocondrias e os cloroplastos 
possuem uma membrana externa e outra 
interna. Cada uma das membranas co- 
loridas neste diagrama contem cadeias 
transportadoras de eletrons coletoras 
de energia. As invaginagoes profundas 
da membrana mitocondrial interna e o 
sistema de membranas interno dos clo¬ 
roplastos abrigam a maquinaria para a 
respiragao celular e a fotossfntese respec- 
tivamente. 
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Figura 14-2 Etapa 1 do acoplamento 
quimiosmotico. A energia da luz solar 
ou a oxidagao de compostos do alimento 
e capturada para gerar um gradiente 
eletroqumnico de protons atraves de uma 
membrana. 0 gradiente eletroqumnico 
serve como um estoque versatil de ener¬ 
gia e e utilizado para dirigir uma serie de 
reagoes nas mitocondrias, nos cloroplastos 
e nas bacterias. 
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A transferencia de 
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A transferencia de 
eletrons bombeia protons 


Etapa 1 : os eletrons de alta energia (derivados da oxidagao de moleculas do ali¬ 
mento, de pigmentos excitados pela luz solar ou de outras fontes descritas adiante) 
sao transferidos ao longo de uma serie de complexos proteicos transportadores de 
eletrons que formam uma cadeia transportadora de eletrons embebida em uma 
membrana. Cada eletron transferido libera uma pequena quantidade de energia 
que e usada para bombear protons (H + ) e desse modo gerar um grande gradiente 
eletroquimico atraves da membrana (Figura 14-2). Como discutido no Capitulo 
11, esse gradiente eletroquimico fornece uma forma de armazenar energia e pode 
ser aproveitado para realizar trabalho util quando ions fluem de volta atraves da 
membrana. 

Etapa 2: os protons fluem de volta a favor do seu gradiente eletroquimico por meio 
de uma elaborada maquina proteica de membrana denominada ATP-sintase, que 
catalisa a produgao de ATP a partir de ADP e fosfato inorganico (Pj. Essa enzima 
ubiqua funciona como uma turbina na membrana que, impulsionada por protons, 
sintetiza ATP (Figura 14-3). Desse modo, a energia derivada do alimento ou da 
energia solar na etapa 1 e convertida em energia quimica de uma ligagao de um 
fosfato no ATP. 



Figura 14-3 Etapa 2 do acoplamento 
quimiosmotico. Uma ATP-sintase (ama- 
re/o) embebida na bicamada lipfdica de 
uma membrana aproveita o gradiente 
eletroqufmico de protons atraves da 
membrana, usando-o com uma reserva de 
energia local para impulsionar a sfntese de 
ATP. As setas vermelhas mostram a diregao 
do movimento de protons atraves da ATP- 
-sintase. 


Os eletrons se movem atraves de complexos proteicos em sistemas biologicos por 
meio de ions metalicos firmemente ligados ou por meio de outros carreadores que cap- 
turam e liberam eletrons facilmente, ou ainda por intermedio de pequenas moleculas 
especiais que recolhem eletrons em um local e os entregam em outro. Para as mitocon¬ 
drias, o primeiro desses carreadores de eletrons e o NAD + , uma pequena molecula hi- 
drossoluvel que captura dois eletrons e um H + derivado das moleculas do alimento (gor- 
duras e carboidratos) para se tornar NADH. O NADH transfere esses eletrons de locais 
onde as moleculas do alimento sao degradadas para a membrana mitocondrial interna. 
La, os eletrons do NADH rico em energia sao transferidos de um complexo proteico de 
membrana para o seguinte, sendo transferido, em cada passo, para um composto com 
um nivel energetico mais baixo, ate alcangar um complexo final no qual ele se combina 
com oxigenio molecular (0 2 ) para produzir agua. A energia liberada em cada passo a me- 
dida que os eletrons fluem por essa cadeia partindo do NADH rico em energia ate a mo¬ 
lecula de agua de baixa energia impulsiona bombas de H + na membrana mitocondrial 
interna por meio de tres complexos proteicos de membrana diferentes. Em conjunto, es¬ 
ses complexos geram a forga proton-motriz aproveitada pela ATP-sintase para produzir 
ATP que serve como moeda de energia universal na celula (ver Capitulo 2). 

Na Figura 14-4, sao comparados os processos de transporte de eletrons nas mito¬ 
condrias, que aproveitam a energia de moleculas de alimento, com aqueles encontra- 
dos nos cloroplastos, que aproveitam a energia da luz solar. Os sistemas conversores de 
energia das mitocondrias e dos cloroplastos podem ser descritos em termos similares, e 
veremos adiante neste capitulo que dois dos seus componentes-chave sao intimamente 
relacionados. Um deles e a ATP-sintase e o outro e uma bomba de protons (colorida em 
verde na Figura 14-4). 

Entre os constituintes cruciais que sao exclusivos dos organismos fotossinteti- 
cos estao os dois fotossistemas. Eles usam o pigmento verde clorofila para capturar a 
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Figura 14-4 Processos de transporte de eletrons. (A) A mitocondria converte a energia de combustiveis qumnicos. (B) 0 cloroplasto converte a energia da 
luz solar. Em ambos os casos, o fluxo de eletrons esta indicado por setas azuis. Cada um dos complexos proteicos ( verde ) esta embebido em uma membrana. 
Dentro da mitocondria, gorduras e carboidratos das moleculas do alimento sao usados no ciclo do acido cftrico e fornecem eletrons para gerar o composto rico 
em energia NADH a partir de NAD + . Esses eletrons fluem a favor de um gradiente de energia a medida que passam de um complexo para o seguinte na cadeia 
transportadora de eletrons, ate se combinarem com 0 2 molecular no ultimo complexo para produzir agua. A energia liberada em cada passo e aproveitada para 
bombear H + atraves da membrana. No cloroplasto, por sua vez, os eletrons sao extraidos da agua por meio da agao da luz no complexo do fotossistema II e 0 2 
molecular e liberado. Os eletrons passam para o complexo seguinte na cadeia, que usa parte da sua energia para bombear protons atraves da membrana, antes 
de passar para o fotossistema I, onde a luz solar gera eletrons de alta energia que se combinam com NADP + para produzir NADPH. 0 NADPH entra entao no 
ciclo de fixaqao de carbono junto com o C0 2 para gerar carboidratos. 


energia luminosa e impulsionar a transferencia de eletrons, nao diferente de uma foto- 
celula em um painel solar. Os cloroplastos impulsionam a transferencia de eletrons na 
diregao oposta a das mitocondrias: eletrons sao capturados da agua para produzir 0 2 , 
e esses eletrons sao usados (via NADPH, uma molecula muito semelhante ao NADH 
utilizado nas mitocondrias) para sintetizar carboidratos a partir de C0 2 e agua. Esses 
carboidratos servem entao como fonte para todos os outros compostos que uma celula 
vegetal necessita. 

Assim, tanto as mitocondrias como os cloroplastos usam a cadeia transportadora 
de eletrons para produzir um gradiente de H + que fornece energia as reagoes que sao 
criticas para a celula. Entretanto, os cloroplastos geram 0 2 e capturam C0 2 , enquanto as 
mitocondrias consomem 0 2 e liberam C0 2 (ver Figura 14-4). 

MITOCONDRIA 

As mitocondrias ocupam ate 20% do volume citoplasmatico de uma celula eucarioti- 
ca. Ainda que sejam muitas vezes representadas como corpos pequenos semelhantes 
a bacterias, com um diametro de 0,5 a 1 pim, de fato elas sao extremamente dinamicas 
e plasticas, movendo-se pela celula, mudando constantemente de forma, dividindo-se 
e fusionando-se (Animagao 14.1). As mitocondrias costumam estar associadas ao ci- 
toesqueleto microtubular (Figura 14-5), o que determina sua orientagao e distribuigao 
em diferentes tipos celulares. Portanto, em celulas altamente polarizadas como os neu- 
ronios, as mitocondrias podem se mover por longas distancias (ate 1 metro ou mais em 
axonios estendidos de neuronios), sendo propelidas ao longo de trilhas de citoesqueleto 
microtubular. Em outras celulas, as mitocondrias permanecem fixas em locais de alta 
demanda energetica; por exemplo, em celulas musculares esqueleticas ou cardiacas, 
elas se empacotam entre miofibrilas e, nos espermatozoides, elas se enrolam firmemen- 
te ao redor do flagelo (Figura 14-6). 

As mitocondrias tambem interagem com outros sistemas de membranas na celula, 
sobretudo com o reticulo endoplasmatico (RE). Contatos entre as mitocondrias e o RE 
definem dommios especializados que supostamente facilitam a troca de lipideos entre 
os dois sistemas de membranas. Esses contatos tambem parecem induzir fissao mito- 
condrial, o que, como discutido adiante, esta envolvido na distribuigao e no particiona- 
mento das mitocondrias dentro das celulas (Figura 14-7). 
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Figura 14-5 Relagao entre mitocon- 
drias e microtubulos. (A) Fotomicrografia 
optica das cadeias de mitocondrias alon- 
gadas em uma celula viva de mamifero 
em cultura. A celula foi corada com um 
corante fluorescente (rodamina 123) que 
marca especificamente as mitocondrias em 
celulas vivas. (B) Fotomicrografia por imu- 
nofluorescencia da mesma celula corada 
(apos a fixagao) com anticorpos fluores- 
centes que se ligam a microtubulos. Note 
que as mitocondrias tendem a se alinhar 
ao longo dos microtubulos. (Cortesia de 
Lan Bo Chen.) 


A aquisigao de mitocondrias foi um pre-requisito para a evolugao de animais com¬ 
plexes. Sem as mitocondrias, as celulas dos animais modernos teriam de produzir todo 
o seu ATP por meio da glicolise anaerobica. Quando a glicose e convertida em piruvato 
pela glicolise, apenas uma pequena fragao de toda a energia livre potencialmente dispo- 
rnvel e liberada (ver Capitulo 2). Nas mitocondrias, o metabolismo de agucares e com- 
pleto: o piruvato e importado para dentro da mitocondria e em ultima instancia oxidado 
pelo 0 2 em C0 2 e H 2 0, o que possibilita a produgao de 15 vezes mais ATP do que o produ- 
zido apenas pela glicolise. Como explicaremos adiante, isso se tornou possivel somente 
quando foi acumulada uma quantidade suficiente de oxigenio molecular na atmosfera 
terrestre para permitir que organismos pudessem aproveitar completamente, por meio 
da respiragao, as grandes quantidades de energia potencialmente dispomveis a partir da 
oxidagao de compostos organicos. 

As mitocondrias sao grandes o suficiente para visualizagao ao microscopio opti- 
co e foram identificadas pela primeira vez no seculo XIX. Entretanto, avangos reais na 
compreensao de sua estrutura interna e fungao dependeram de procedimentos bioqui- 
micos desenvolvidos em 1948 para o isolamento de mitocondrias intactas e da micros- 
copia eletronica, que foi primeiramente usada para observar celulas mais ou menos na 
mesma epoca. 



(A) MUSCULO CARDIACO (B) CAUDA DO ESPERMATOZOIDE 

Figura 14-6 Localizagao das mitocondrias na proximidade dos sitios de alta demanda de ATP no mus¬ 
culo cardiaco e na cauda de um espermatozoide. (A) 0 musculo cardiaco na parede do coragao e o musculo 
mais exigido do corpo, e suas continuas contragoes requerem uma fonte confiavel de energia. Ele proprio possui 
um estoque limitado de energia e depende de uma fonte constante de ATP de um numero enorme de mitocon¬ 
drias alinhadas intimamente as miofibrilas contrateis (ver Figura 16-32). (B) Durante o desenvolvimento do es¬ 
permatozoide, os microtubulos se torcem na forma de uma helice ao redor do axonema flagelar, onde se supoe 
que auxiliem a localizar as mitocondrias na cauda para produzir a estrutura mostrada. 
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Figura 14-7 Interagao das mitocondrias com o reticulo endoplasmatico. (A) Mi- 

croscopia optica de fluorescencia mostrando que tubulos do RE (verde) se enrolam ao re- 
dor de partes da rede mitocondrial ( vermelho ) nas celulas de mamiferos. As mitocondrias 
entao se dividem nos sitios de contato. Apos o contato ser estabelecido, a fissao ocorre 
em menos de 1 minuto, como indicado por microscopia de lapso de tempo. (B) Repre- 
sentagao esquematica de urn tubulo de RE enrolado ao redor de parte de urn reticulo 
mitocondrial. Supoe-se que os contatos RE-mitocondrias tambem estejam envolvidos nas 
trocas de lipideos entre os dois sistemas de membranas. (A, adaptada de J.R. Friedman et 
al„ Science 334:358-362, 2011.) 

A mitocondria tern uma membrana externa e uma membrana 
interna 

Assim como as bacterias a partir das quais elas se originaram, as mitocondrias possuem 
uma membrana externa e outra interna. As duas membranas possuem fungoes e pro- 
priedades distintas, e delineiam compartimentos separados dentro da organela. A mem¬ 
brana interna, que delimita o compartimento da matriz mitocondrial interna (Figura 
14-8), e altamente enovelada para formar invaginagoes conhecidas como cristas, que 
contem nas suas membranas as protemas da cadeia transportadora de eletrons. Onde 
a membrana interna dispoe-se em paralelo com a membrana externa, entre as cristas, 
ela e denominada membrana de limite interno. O espago estreito (20 a 30 nm) entre a 
membrana de limite interno e a membrana externa e conhecido como espago inter- 
membranas. As cristas sao discos ou tubulos de membrana de 20 nm de largura que 
se projetam profundamente na matriz e delimitam o espago da crista. A membrana da 
crista e continua com a membrana de limite interno, e onde suas membranas se unem, 
formam-se tubos ou fendas, conhecidos como jungdes da crista. 

Assim como a membrana externa bacteriana, a membrana mitocondrial externa 
e livremente permeavel a ions e a moleculas pequenas de ate 5 mil daltons. Isso ocorre 
porque ela contem muitas moleculas de porinas, uma classe especial de protemas de 
membrana do tipo barril (3 que cria poros aquaticos atraves da membrana (ver Figura 
10-23). Como consequencia, o espago intermembranas entre a membrana interna e ex- 
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Figura 14-8 Estrutura de uma mitocondria. (A) Fatia tomografica de um mapa tridimensional de uma mitocondria cardiaca de camundongo determinada 
por tomografia por microscopia eletronica. A membrana externa circunda a membrana de limite interno. A membrana interna e altamente enovelada em cristas 
lamelares e tubulares, que se entrecruzam na matriz. A matriz densa, que contem a maioria das proteinas mitocondriais, aparece escura na microscopia eletro¬ 
nica, enquanto o espago intermembranas e o espago da crista parece claro devido ao baixo conteudo de proteinas. A membrana de limite interno acompanha a 
membrana externa a uma distancia de cerca de 20 nm. A membrana interna curva-se bruscamente nas jungoes das cristas, onde as cristas se unem a membrana 
de limite interno. (B) Tomografia de porgao de uma mitocondria de levedura reconstrufda por superficie, mostrando como as cristas achatadas se projetam para 
dentro da matriz a partir da membrana interna (Animagao 14.2). (C) Representagao esquematica de uma mitocondria mostrando a membrana externa ( cinza) 
e a membrana interna ( amarelo ). Observe que a membrana interna e compartimentalizada em membrana de limite interno e membrana da crista. Existem tres 
espagos distintos: o espago da membrana interna, o espago da crista e a matriz. (A, cortesia de Tobias Brandt; B, de K. Davies et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 
109:13602-13607, 2012. Com permissao da National Academy of Sciences.) 
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Figura 14-9 Fracionamento bioquimico de mitocondrias purificadas em componen¬ 
tes separados. Um grande numero de mitocondrias e isolado por centrifugagao a partir 
de tecido homogeneizado e suspenso em um meio de baixa forga osmotica. Em tal meio, a 
agua flui para dentro das mitocondrias e expande grandemente o espago da matriz ( ama- 
relo). Enquanto as cristas da membrana interna se desenovelam para acomodar o inchago, 
a membrana externa - que nao possui enovelamentos - quebra-se, liberando estruturas 
compostas pela membrana interna circundando a matriz. Essas tecnicas tornaram possivel 
o estudo da composigao proteica da membrana interna (compreendendo uma mistura de 
cristas, membranas limite e jungoes das cristas), a membrana externa e a matriz. 

terna tem o mesmo pH e composigao ionica do citoplasma, e nao existe um gradiente 
eletroquimico atraves da membrana externa. 

Se mitocondrias purificadas sao suavemente rompidas e entao fracionadas (Figu¬ 
ra 14-9), a composigao bioquimica das membranas e compartimentos mitocondriais 
pode ser determinada. 

As cristas da membrana interna contem a maquinaria para o 
transporte de eletrons e a sfntese de ATP 

Diferentemente da membrana mitocondrial externa, a membrana mitocondrial in¬ 
terna e uma barreira para a difusao de ions e moleculas pequenas, de modo similar a 
membrana interna bacteriana. Entretanto, ions selecionados, em particular protons e 
ions fosfato, assim como metabolitos essenciais como ATP e ADP, podem passar atraves 
dela por intermedio de protemas transportadoras especiais. 

A membrana mitocondrial interna e altamente diferenciada em regioes funcionais 
distintas com diferentes composigoes proteicas. Como discutido no Capitulo 10, a segre- 
gagao lateral de regioes de membrana com diferentes composigoes lipidicas e proteicas e 
uma caracteristica-chave das celulas. Na membrana mitocondrial interna, supoe-se que 
a regiao de limite de membrana interna contenha a maquinaria para importar protemas, 
novas insergoes de membrana e a montagem dos complexos da cadeia respiratoria. As 
membranas das cristas, que sao contmuas com a membrana de limite interna, contem 
a enzima ATP-sintase que produz a maior parte do ATP celular; elas tambem contem os 
grandes complexos proteicos da cadeia respiratoria - o nome dado para a cadeia trans- 
portadora de eletrons mitocondrial. 

Nas jungoes das cristas, onde as membranas das cristas se unem a membrana de 
limite interna, complexos proteicos especiais fornecem uma barreira de difusao que se- 
grega as protemas de membrana nas duas regioes da membrana interna; esses comple¬ 
xos supostamente ancoram as cristas a membrana externa, mantendo, desse modo, a 
topologia altamente enovelada da membrana interna. As membranas das cristas contem 
uma das densidades de protemas mais altas de todas as membranas biologicas, com um 
conteudo lipidico de 25% e um conteudo proteico de 75% por peso. O enovelamento 
da membrana interna formando as cristas aumenta grandemente a area de membrana 
dispomvel para fosforilagao oxidativa. Em celulas musculares cardiacas altamente ati- 
vas, por exemplo, a area total das membranas das cristas pode ser ate 20 vezes superior 
a area da membrana plasmatica celular. Ao todo, a area de superficie das membranas 
das cristas em cada corpo humano corresponde ao tamanho de cerca de um campo de 
futebol americano. 

0 ciclo do acido citrico na matriz produz NADH 

Junto com as cristas que se projetam dentro dela, a matriz e a principal parte operante 
da mitocondria. As mitocondrias podem utilizar tanto o piruvato quanto os acidos gra- 
xos como combustivel. O piruvato e derivado da glicose e de outros agiicares, enquanto 
os acidos graxos sao derivados das gorduras. Ambas as moleculas de combustivel sao 
transportadas atraves da membrana mitocondrial interna por protemas transportadoras 
especializadas, e elas podem ser convertidas no intermediary metabolico crucial acetil- 
-CoA por enzimas localizadas na matriz mitocondrial (ver Capitulo 2). 

Os grupos acetil na acetil-CoA sao oxidados na matriz via ciclo do acido citrico, 
tambem denominado ciclo de Krebs (ver Figura 2-57 e Animagao 2.6). A oxidagao des¬ 
ses atomos de carbono da acetil-CoA produz C0 2 , que se difunde para fora da mitocon- 
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MOLECULAS DE ALIMENTOS DO CITOSOL 


Acidos graxos Piruvato 



Figura 14-10 Um resumo do metabo- 
lismo de conversao de energia nas mi¬ 
tocondrias. 0 piruvato e os acidos graxos 
entram na mitocondria (parte superior da 
figura) e sao convertidos em acetil-CoA. 

A acetil-CoA e metabolizada pelo ciclo do 
acido citrico, que reduz NAD + a NADH, 
que entao transfere seus eletrons de alta 
energia ao primeiro complexo da cadeia 
transportadora de eletrons. No processo 
de fosforilagao oxidativa, esses eletrons 
sao transferidos ao longo da cadeia trans¬ 
portadora de eletrons nas cristas da mem- 
brana interna ate o oxigenio (0 2 ). Esse 
transporte de eletrons gera um gradiente 
de protons, que e utilizado para direcionar 
a produgao de ATP pela ATP-sintase (ver 
Figura 14-3). Eletrons provenientes da 
oxidagao do succinato, um intermediario 
de reagao no ciclo do acido citrico (ver 
Painel 2-9, p. 106-107), seguem um ca- 
minho separado para entrar nessa cadeia 
transportadora de eletrons (nao mostrado, 
ver p. 772). 

As membranas que compreendem 
a membrana interna mitocondrial - mem- 
brana de limite interno e membrana da 
crista - contem diferentes conjuntos de 
proteinas e sao portanto marcadas dife- 
rentemente neste diagrama. 


dria para ser liberado no ambiente como residuo. E ; mais importante, o ciclo do acido 
citrico captura uma grande parte da energia de ligagao liberada por essa oxidagao na 
forma de eletrons carreados pelo NADH. Esse NADH transfere seus eletrons da matriz 
para a cadeia transportadora de eletrons na membrana mitocondrial interna, onde - 
por meio do processo de acoplamento quimiosmotico descrito previamente (ver Figuras 
14-2 e 14-3) - a energia carreada pelos eletrons do NADH e convertida em energia de 
ligagao de fosfato no ATP. A Figura 14-10 esboga essa sequencia de reagoes de modo 
esquematico. 

A matriz contem o sistema genetico da mitocondria, incluindo o DNA mitocon¬ 
drial e os ribossomos. O DNA mitocondrial (ver segao sobre sistemas geneticos, p. 800) 
esta organizado em corpos compactos - os nucleoides - por proteinas de armagao es- 
peciais que tambem funcionam como reguladores transcricionais. O grande numero de 
enzimas necessario para a manutengao do sistema genetico mitocondrial, assim como 
para muitas outras reagoes essenciais que serao consideradas a seguir, explica a concen- 
tragao muito alta de proteinas na matriz; estando acima de 500 mg/mL, essa concentra- 
gao se aproxima daquela encontrada em um cristal de protema. 

As mitocondrias tem muitos papeis essenciais no metabolismo 
celular 

As mitocondrias nao somente geram a maior parte do ATP celular; elas tambem forne- 
cem muitos dos recursos essenciais para biossmtese e crescimento celular. Antes de des- 
crevermos em mais detalhes a maquinaria notavel da cadeia respiratoria, desviaremos 
brevemente desse assunto para considerar alguns desses outros papeis importantes. 

As mitocondrias sao criticas para o tamponamento do potencial redox no citosol. 
As celulas necessitam de suprimentos constantes do aceptor de eletrons NAD + para as 
reagoes centrais da glicolise que convertem gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglice- 
rato (ver Figura 2-48). Esse NAD + e convertido em NADH no processo, e o NAD + precisa 
ser regenerado pela transferencia dos eletrons de alta energia do NADH em outro local. 
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Figura 14-11 A estrutura da cardio- 
lipina. A cardiolipina consiste em duas 
unidades de fosfolipideos ligadas covalen- 
temente, com um total de quatro cadeias 
de acidos graxos, em vez das duas usuais 
(ver Figura 10-3). A cardiolipina e produ- 
zida somente na membrana mitocondrial 
interna, onde ela interage intimamente 
com proteinas de membrana envolvidas na 
fosforilagao oxidativa e no transporte de 
ATP. Nas cristas, seus dois grupos fosfato 
justapostos podem atuar como uma ar- 
madilha local de protons na superficie da 
membrana. 


Os eletrons do NADH por fim serao utilizados para dirigir a fosforilagao oxidativa den- 
tro da mitocondria. Porem, a membrana mitocondrial interna e impermeavel ao NADH. 
Assim, os eletrons sao transferidos do NADH para moleculas menores no citosol que, 
por sua vez, podem mover-se atraves da membrana mitocondrial interna. Uma vez na 
matriz, essas moleculas pequenas transferem seus eletrons para o NAD + para formar 
NADH mitocondrial, e, apos isso, retornam ao citosol para serem recarregadas - criando 
o denominado sistema de langadeira para os eletrons de NADH. 

Alem do ATP, a biossmtese no citosol requer um suprimento constante de poder 
redutor na forma de NADPH e de pequenas moleculas ricas em carbono para servirem 
como unidades fundamentais (discutido no Capitulo 2). As describes de biossmtese em 
geral afirmam que os esqueletos de carbono necessarios sao provenientes diretamente 
da degradagao de agucares, enquanto o NADPH e produzido no citosol por uma via pa- 
ralela para a degradagao de agucares (a via da pentose-fosfato, uma alternativa a glicoli- 
se). Mas em condigoes ricas em nutrientes e nas quais o ATP encontra-se dispomvel em 
abundancia, as mitocondrias ajudam a gerar tanto o poder redutor quanto unidades fun¬ 
damentais ricas em carbono (as “cadeias principais de carbono” no Painel 2-1, p. 90-91) 
necessarios ao crescimento celular. Para esse proposito, citrato em excesso produzido na 
matriz mitocondrial pelo ciclo do acido citrico (ver Painel 2-9, p. 106-107) e transportado 
a favor do seu gradiente eletroquimico para o citosol, onde e metabolizado para produzir 
componentes essenciais da celula. Assim, por exemplo, como parte da resposta celular 
a sinais de crescimento, grandes quantidades de acetil-CoA sao produzidas no citosol a 
partir do citrato exportado pelas mitocondrias, acelerando a produgao de acidos graxos e 
esterois que constroem novas membranas (descrito no Capitulo 10). Celulas cancerosas 
sao frequentemente mutadas de forma a estimular essa via, como parte do seu programa 
de crescimento anormal (ver Figura 20-26). 

O ciclo da ureia e uma via metabolica central nos mamiferos que convertem a amo- 
nia (NH 4 + ) produzida pela quebra de compostos contendo nitrogenio (como aminoaci- 
dos) na ureia excretada pela urina. Dois passos criticos do ciclo da ureia ocorrem dentro 
das mitocondrias das celulas hepaticas, enquanto os passos restantes ocorrem no citosol. 
As mitocondrias tambem desempenham uma parte essencial na adaptagao metabolica 
das celulas as diferentes condigoes nutricionais. Por exemplo, em condigoes de inanigao, 
proteinas do nosso corpo sao degradadas em aminoacidos, e os aminoacidos sao impor- 
tados para as mitocondrias e oxidados para produzir NADH destinado a produgao de ATP. 

A biossmtese dos grupos heme - que, como veremos na proxima segao, desempe- 
nha uma parte central na transference de eletrons - e outro processo critico comparti- 
lhado entre a mitocondria e o citoplasma. Grupos ferro-enxofre, que sao essenciais nao 
apenas para a transference de eletrons na cadeia respiratoria (ver p. 766), mas tambem 
para a manutengao e estabilidade do genoma nuclear, sao produzidos nas mitocondrias 
(e cloroplastos). A instabilidade do genoma nuclear, uma marca caracteristica do cancer, 
pode algumas vezes estar associada a fungao diminuida de proteinas celulares que con- 
tern grupos ferro-enxofre. 

As mitocondrias tambem desempenham um papel central na biossmtese de 
membranas. A cardiolipina e um fosfolipideo de “duas cabegas” (Figura 14-11) restrito 
a membrana mitocondrial interna, onde ele tambem e produzido. Mas as mitocondrias 
sao tambem uma das principais fontes de fosfolipideos para a biogenese de outras mem¬ 
branas celulares. Fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e acido fosfatidico sao sinteti- 
zados na mitocondria, enquanto fosfatidilinositol, fosfatidilcolina e fosfatidilserina sao 
sintetizados primariamente no reticulo endoplasmatico (RE). Como descrito no Capitu¬ 
lo 12, a maioria das membranas celulares sao montadas no RE. Supoe-se que a troca de 
lipideos entre o RE e as mitocondrias ocorra em sitios especiais de contato ultimo (ver 
Figura 14-7) por um mecanismo ainda desconhecido. 

Por fim, as mitocondrias sao importantes como tampoes de calcio, capturando 
calcio do RE e reticulo sarcoplasmatico em jungoes de membrana especiais. Os niveis 
de calcio celulares controlam a contragao muscular (ver Capitulo 16), e alteragoes nesse 
processo estao implicadas na neurodegeneragao e apoptose. Claramente, as celulas e 
organismos dependem das mitocondrias de muitas maneiras diferentes. 

Retornaremos agora a fungao central da mitocondria na geragao de ATP pela 
respiragao. 
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Um processo quimiosmotico acopla energia de oxidagao a 
produgao de ATP 

Ainda que o ciclo do acido citrico que ocorre na matriz mitocondrial seja considerado 
parte do metabolismo aerobico, ele mesmo nao usa oxigenio. Somente a etapa final do 
metabolismo oxidativo consome oxigenio molecular (0 2 ) diretamente (ver Figura 14-10). 
Quase toda a energia dispomvel a partir de carboidratos, gorduras e outros alimentos 
metabolizados nas etapas iniciais e armazenada na forma de compostos ricos em ener¬ 
gia que fornecem eletrons para a cadeia respiratoria na membrana mitocondrial interna. 
Esses eletrons, a maioria dos quais carregados pelo NADH, por fim combinam-se como 
0 2 no final da cadeia respiratoria para formar agua. A energia liberada durante a serie 
complexa de transferences de eletrons do NADH para o0 2 e aproveitada na membrana 
interna para gerar um gradiente eletroquimico que impulsiona a conversao de ADP + P. 
a ATP. Por essa razao, o termo fosforilacao oxidativa e usado para descrever esta serie 
final de reagoes (Figura 14-12). 

A quantidade total de energia liberada pela oxidagao biologica na cadeia respi¬ 
ratoria e equivalente aquela liberada pela combustao explosiva do hidrogenio quando, 
em um unico passo, se combina ao oxigenio para produzir agua. Mas a combustao do 
hidrogenio em uma reagao quimica que ocorre em uma unica etapa, que possui um AG 
fortemente negativo, libera essa grande quantidade de energia de modo nao produtivo 
como calor. Na cadeia respiratoria, a mesma reagao energeticamente favoravel H 2 + V 2 0 2 
—> H 2 0 e dividida em pequenos passos (Figura 14-13). Esse processo passo a passo pos- 
sibilita a celula armazenar quase metade da energia total que e liberada em uma forma 
util. A cada passo, os eletrons, que podemos considerar como tendo sido removidos de 
uma molecula de hidrogenio para produzir dois protons, passam por uma serie de carre- 
adores de eletrons na membrana mitocondrial interna. A cada um de tres passos distin- 
tos ao longo do caminho (marcados pelos tres complexos transportadores de eletrons da 
cadeia respiratoria, ver adiante), muito da energia e usada para bombear protons atra- 
ves da membrana. Ao final da cadeia transportadora de eletrons, os eletrons e protons 
recombinam-se com oxigenio molecular para formar agua. 

A agua e uma molecula de energia muito baixa e, portanto, muito estavel; ela pode 
servir como um doador de eletrons somente quando uma grande quantidade de energia 
de uma fonte externa e gasta para dividi-la em protons, eletrons e oxigenio molecular. 


+ V 2 0 2 + H + NAD + + H 2 0 

V. J 


Processos de conversao de 
energia na membrana 



ADP + Pi QQ 


Figura 14-12 A principal conversao de 
energia catalisada na mitocondria. No pro¬ 
cesso de fosforilagao oxidativa, a membrana 
mitocondrial interna serve como um dispositivo 
que transforma uma forma de energia quimica 
em outra, convertendo uma parte importante 
da energia da oxidagao do NADH em energia 
de ligagoes de fosfato no ATP. 


(A) COMBUSTAO 


(B) OXIDAgAO BIOLOGICA 



y 2 0 2 


Separa-se em H + 
e eletrons 


2H + + 2 e- 


A maior parte 
da energia e 
captada e 
convertida em 
uma forma 
estocavel 



V2O2 


Figura 14-13 Comparagao entre as oxi- 
dagoes biologicas e a combustao. 

(A) Se 0 hidrogenio fosse simplesmente 
queimado, quase toda a energia seria 
liberada na forma de calor. (B) Nas reagoes 
de oxidagao biologicas, cerca de metade 
da energia liberada e armazenada em uma 
forma util para a celula por meio da ca¬ 
deia transportadora de eletrons (a cadeia 
respiratoria) na membrana das cristas da 
mitocondria. Apenas 0 restante da ener¬ 
gia e liberado como calor. Na celula, os 
protons e os eletrons mostrados aqui sao 
removidos dos atomos de hidrogenio que 
estao covalentemente ligados as moleculas 
de NADH. 
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Isso e exatamente o que ocorre na fotossmtese oxigenica, onde a fonte de energia externa 
e o sol, conforme veremos adiante na segao sobre os cloroplastos (p. 782). 

A energia derivada da oxidagao e armazenada como um 
gradiente eletroquimico 

Nas mitocondrias, o processo de transporte de eletrons inicia-se quando dois eletrons 
e um proton sao removidos do NADH (para regenerar NAD + ). Esses eletrons sao pas- 
sados para o primeiro de uma serie de cerca de 15 carreadores de eletrons diferentes 
da cadeia respiratoria. Os eletrons iniciam em um potencial redox altamente negativo 
(ver Painel 14-1, p. 765) - ou seja, em um alto nfvel de energia - que decai de modo 
gradual a medida que eles passam ao longo da cadeia. As protemas envolvidas sao 
agrupadas em tres grandes complexos de enzimas respiratorias, cada um composto 
por subunidades proteicas que se acomodam na membrana mitocondrial interna. 
Cada complexo na cadeia possui uma afinidade maior pelos eletrons que o seu an¬ 
tecessor, e os eletrons passam sequencialmente de um complexo para o seguinte ate 
que sejam por fim transferidos para o oxigenio molecular, que tern a afinidade mais 
alta por eletrons entre todos. 

O resultado liquido e o bombeamento de H + para fora da matriz atraves da mem¬ 
brana interna, impulsionado pelo fluxo de eletrons energeticamente favoravel. Esse mo- 
vimento transmembrana de H + tern duas consequencias principais: 

1. Gera um gradiente de pH atraves da membrana mitocondrial interna, com um 
pH maior na matriz (proximo a 8) e um pH mais baixo no espago intermembra- 
nas. Uma vez que ions e pequenas moleculas equilibram-se livremente atraves da 
membrana mitocondrial externa, o pH no espago intermembranas e o mesmo do 
citosol (em geral em torno de 7,4). 

2. Gera um gradiente de voltagem atraves da membrana mitocondrial interna, crian- 
do um potencial de membrana com o lado da matriz negativo e o lado do espago 
das cristas positivo. 

O gradiente de pH (ApH) reforga o efeito do potencial de membrana (A V), por- 
que o ultimo atua para atrair qualquer ion positivo para dentro da matriz e expul¬ 
sar qualquer ion negativo para fora. Em conjunto, ApH e A V constituem o gradiente 
eletroquimico, que e medido em unidades de milivolts (mV). Esse gradiente exerce 
uma forga proton-motriz, que tende a impulsionar os ions H + de volta para a matriz 
(Figura 14-14). 

O gradiente eletroquimico atraves da membrana interna de uma mitocondria que 
esta respirando em geral fica em torno de 180 mV (interior negativo) e consiste em um 
potencial de membrana de cerca de 150 mV e um gradiente de pH em torno de 0,5 a 0,6 
unidades de pH (cada ApH de 1 unidade de pH e equivalente a um potencial de mem¬ 
brana de cerca de 60 mV). O gradiente eletroquimico impulsiona nao apenas a sinte- 
se de ATP, mas tambem o transporte de moleculas selecionadas atraves da membrana 


Figura 14-14 O gradiente eletroquimi¬ 
co de protons atraves da membrana 
mitocondrial interna. Esse gradiente e 
composto de uma forga maior decorrente 
do potencial de membrana (XV) e de uma 
forga menor devido ao gradiente de con- 
centragao de H + - ou seja, o gradiente de 
pH (ApH). Ambas as forgas se combinam 
para gerar a forga proton-motriz, que im¬ 
pulsiona os ions H + de volta para a matriz 
mitocondrial. A relagao exata entre essas 
forgas e expressa pela equagao de Nernst 
(ver Painel 11-1, p. 616). 


ESPAgO 

INTERMEMBRANAS 
+ + 

Membrana 
mitocondrial 
interna | 

MATRIZ 


Forga proton-motriz 
resultante do gradiente 
de pH 



AV 


AV 

+ 

ApH 


ApH 


Forga 

proton-motriz 



















CAPITULO 14 Conversao de energia: mitocondrias e cloroplastos 763 


mitocondrial interna, incluindo a importagao de protemas selecionadas do citoplasma 
(discutido no Capitulo 12). 

Resumo 

A mitocdndria realiza a maior parte das oxidagoes celulares e produz a massa deATP das 
celulas animais. Uma mitocdndria possui duas membranas separadas: a membrana ex¬ 
terna e a membrana interna. A membrana interna circunda o espago mais interno (a ma- 
triz) da mitocdndria e forma as cristas, que se projetam para dentro da matriz. A matriz 
e as cristas da membrana interna sao as principais partes funcionais da mitocdndria. As 
membranas queformam as cristas correspondem a uma das principais partes da area de 
superflcie de membrana na maioria das celulas, e elas contem as cadeias transportadoras 
de eletrons mitocondriais (a cadeia respiratoria). 

A matriz mitocondrial contem uma grande variedade de enzimas, incluindo 
aquelas que convertem piruvato e acidos graxos a acetil-CoA e aquelas que oxidam essa 
acetil-CoA a C0 2 por meio do ciclo do acido citrico. Essas reagoes de oxidagao produzem 
grandes quantidades de NADH, cujos eletrons de alta energia sao transferidos para a 
cadeia respiratoria. A cadeia respiratoria entao usa a energia derivada do transporte 
de eletrons do NADH para o oxigenio molecular para bombear Et para fora da matriz. 
Isso produz um grande gradiente eletroquimico de protons atraves da membrana mito¬ 
condrial interna, composto de contribuigoes tanto do potencial de membrana quanto 
da diferenga de pH. Esse gradiente eletroquimico exerce umaforga para impulsionar 
os ions ET de volta para a matriz. Essa forga proton-motriz e aproveitada tanto para 
produzir ATP quanto para o transporte seletivo de metabolitos atraves da membrana 
mitocondrial interna. 

BOMBAS DE PROTONS DA CADEIA TRANSPORTADORA DE 
ELETRONS 

Tendo considerado em termos gerais como uma mitocondria usa o transporte de ele¬ 
trons para gerar uma forga proton-motriz, voltar-nos-emos agora para os mecanismos 
moleculares subjacentes a esse processo de conversao de energia baseado em membra¬ 
nas. Ao descrever a cadeia respiratoria das mitocondrias, atingiremos a meta maior de 
explicar como um processo de transporte de eletrons pode bombear protons atraves de 
uma membrana. Como afirmado no inicio deste capitulo, sao empregados mecanismos 
quimiosmoticos muito similares por mitocondrias, cloroplastos, arqueias e bacterias. 
De fato, esses mecanismos fundamentam as fungoes de todos os seres vivos - incluindo 
seres anaerobios que derivam toda a sua energia da transference de eletrons entre duas 
moleculas inorganicas, como veremos adiante. 

Iniciaremos com alguns dos principios basicos dos quais todos esses processos 
dependem. 

0 potencial redox e uma medida das afinidades eletronicas 

Nas reagoes quimicas, quaisquer eletrons removidos de uma molecula sao transferidos 
para outra, de modo que a oxidagao de uma molecula determina a redugao de outra. 
Assim como em qualquer outra reagao quimica, a tendencia de tais reagoes redox pros- 
seguirem espontaneamente depende da mudanga de energia livre (AG) para a transfe¬ 
rencia de eletrons, que por sua vez depende das afinidades relativas das duas moleculas 
por eletrons. 

Como as transferences de eletrons fornecem a maior parte da energia para a vida, 
e importante despender um pouco mais de tempo para entende-las. Como discutido no 
Capitulo 2, acidos doam protons e bases os aceitam (ver Painel 2-2, p. 93). Os acidos e as 
bases existem em pares conjugados acido-base, onde o acido e prontamente convertido 
na base pela perda de um proton. Por exemplo, o acido acetico (CH 3 COOH) e convertido 
na sua base conjugada, o ion acetato (CH 3 COO), na reagao: 

CH 3 COOH — CH 3 COO“ + H + 
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De modo exatamente analogo, pares de compostos como NADH e NAD + sao deno- 
minados pares redox, uma vez que NADH e convertido em NAD + pela perda de eletrons 
na reagao: 

NADH — NAD + + H + + 2e 

O NADH e um forte doador de eletrons: como dois dos seus eletrons estao enga- 
jados em uma ligagao covalente que libera energia quando quebrada, a mudanga de 
energia livre para transferir esses eletrons para muitas outras moleculas e favoravel. A 
energia e requerida para formar essa ligagao a partir do NAD + , dois eletrons e um proton 
(a mesma quantidade de energia que foi liberada quando a ligagao foi quebrada). Por- 
tanto NAD + , o parceiro redox do NADH, e necessariamente um aceptor de eletrons fraco. 

A tendencia de transferir eletrons em qualquer par redox pode ser medida experi- 
mentalmente. Tudo o que se requer e a formagao de um circuito eletrico que ligue uma 
mistura 1:1 (equimolar) de pares redox a um segundo par redox selecionado arbitraria- 
mente como padrao de referenda, de forma que a diferenga de voltagem possa ser medida 
entre eles (Painel 14-1). Essa diferenga de voltagem e definida como um potencial redox; 
eletrons movem-se de forma espontanea de um par redox como NADH/NAD + com um po¬ 
tencial redox mais baixo (uma menor afinidade por eletrons) para um par redox como O J 
H 2 0 com um potencial redox mais alto (maior afinidade por eletrons). Portanto, o NADH 
e uma boa molecula para doar eletrons para a cadeia respiratoria, enquanto o0 2 e apro- 
priado para atuar como “ralo” de eletrons ao final da cadeia. Como explicado no Painel 
14-1, a diferenga no potencial redox, A E\, e uma medida direta da variagao de energia livre 
padrao (AG°) para a transferencia de um eletron de uma molecula para outra. 

As transferences de eletrons liberam grandes quantidades de 
energia 

Como foi discutido, aqueles pares de compostos que possuem os potenciais redox mais 
negativos tern as afinidades mais fracas por eletrons e, portanto, sao uteis como carrea- 
dores com uma forte tendencia para doar eletrons. Reciprocamente, aqueles pares que 
possuem os potenciais redox mais positivos tern as maiores afinidades por eletrons e, 
portanto, sao uteis como carreadores com uma forte tendencia a aceitar eletrons. Uma 
mistura 1:1 de NADH e NAD + tern um potencial redox de -320 mV, indicando que o NADH 
tern uma forte tendencia a doar eletrons; uma mistura 1:1 de H 2 0 e V20 2 possui um poten¬ 
cial redox de +820 mV, indicando que o 0 2 possui uma forte tendencia a aceitar eletrons. 
A diferenga do potencial redox e de 1.140 mV, ou seja, a transferencia de cada eletron do 
NADH para o 0 2 sob condigoes padrao e enormemente favoravel, uma vez que AG° = 
-109 lcj/mol, e o dobro dessa quantidade de energia e ganha pelos dois eletrons transferi- 
dos por molecula de NADH (ver Painel 14-1). Se compararmos essa mudanga de energia 
livre com aquela para a formagao das ligagoes fosfoanidricas no ATP, onde AG° = 30,6 kj/ 
mol (ver Figura 2-50), veremos que, sob condigoes padrao, a oxidagao de uma molecula 
de NADH libera energia mais do que suficiente para sintetizar sete moleculas de ATP a 
partir de ADP e Pj. (Na celula, o numero de moleculas de ATP geradas sera menor porque 
as condigoes padrao sao distantes das fisiologicas; alem disso, pequenas quantidades de 
energia sao inevitavelmente dissipadas como calor ao longo do caminho.) 

Ions metalicos de transigao e quinonas aceitam e liberam eletrons 
prontamente 

As propriedades de transporte de eletrons dos complexos proteicos de membrana na 
cadeia respiratoria dependem de cofatores carreadores de eletrons, a maioria dos quais 
sao metais de transigao como Fe, Cu, Ni e Mn, ligados a protemas nos complexos. Esses 
metais possuem propriedades especiais que lhes permitem promover tanto a catalise 
enzimatica quanto reagoes de transferencia de eletrons. O mais relevante aqui e o fato 
de que seus ions existem em varios estados de oxidagao diferentes com potenciais redox 
proximamente espagados, o que os habilita a aceitar e ceder eletrons prontamente; essa 
propriedade e explorada pelos complexos proteicos de membrana na cadeia respiratoria 
para mover eletrons tanto dentro quanto entre complexos. 



COMO OS POTENCIAIS REDOX SAO MEDIDOS 


Voltfmetro 


© 

r 


<z> 


' Ponte salina-N ^ 


Areduzido G Aoxidado 
em quantidades equimolares 


H + 1M e gas 
H 2 a 1 atmosfera 


O POTENCIAL REDOX PADRAO, £' 0 

O potencial redox padrao para um par redox, 
definido como £ 0 , e medido para um estado padrao 
no qual todos os reagentes estao a uma 
concentragao de 1M, incluindo H + . Uma vez que as 
rea^oes biologicas ocorrem a pH 7, os biologos 
definem o estado padrao como A re duzido = A OX idado e 
H + = 10~ 7 M. Esse potencial redox padrao e 
designado pelo sfmbolo E 0 , no lugar de E 0 . 


Um bequer ( esquerda ) contem a substancia A com uma 
mistura equimolar dos membros reduzidos (Areduzido) e 
oxidados (A OX idado) desse par redox. O outro bequer contem o 
padrao de referenda de hidrogenio (2H+ + 2e~+^ H 2 ), cujo 
potencial redox e arbitrariamente definido pelo valor de zero 
por convengao internacional. (Uma ponte salina formada a 
partir de uma solu^ao concentrada de KCI possibilita que os 
ions K + e Ch movam-se entre os bequeres, como necessario 
para neutralizar as cargas quando os eletrons fluem entre os 
bequeres). O fio metalico ( azul-escuro ) fornece um caminho 
livre de resistencia para os eletrons, e um voltfmetro entao 
mede o potencial redox da substancia A. Se os eletrons fluem 
de Areduzido para H+, como indicado aqui, diz-se que o par 
redox formado pela substancia A tern um potencial redox 
negativo. Se eles, em vez disso, flufrem do H 2 to A OX idado, diz-se 
que o par redox tern um potencial redox positivo. 



cAlculo do ag° A PARTIR DOS 
POTENCIAIS REDOX 


Para determinar a mudan^a de energia para uma 
transference de eletrons, o AG° da rea^ao (kJ/mol) e 
calculado como segue: 

A G° = -n(0,096) A e' Qi onde neo numero de eletrons 
transferidos mediante uma mudanga de potencial 
redox de A e' 0 millivolts (mV), e 
A£ 0 = e' q (aceptor) - e' q (doador) 


EXEMPLO: 

(?) 


-N 



NADH — 


• O 

o°< 

NAD + - 

• 0 • 

l • °J 



Ubiquinona 

oxidada 

Ubiquinona 

reduzida 


Mistura 1:1 de 
NADH e NAD + 


Mistura 1:1 de ubiquinona 
oxidada e reduzida 


Para a transference de um eletron do NADH para a 
ubiquinona: 

A£' = +30 - (-320) = +350 mV 
AG° = -n(0,096) A£' = -1(0,096)(350) = -34 kJ/mol 

O mesmo calculo revela que a transference de um 
eletron da ubiquinona para o oxigenio possui um AG° 
ainda mais favoravel de -76 kJ/mol. O valor de AG° 
para a transference de um eletron do NADH para 
o oxigenio e a soma desses dois valores, -110 kJ/mol. 


EFEITO DE MUDAN^AS NA CONCENTRA^AO 


Como explicado no Capftulo 2 (ver p. 60), a mudanga de energia 
livre real para uma rea^ao, AG, depende da concentra^ao dos 
reagentes e geralmente sera diferente da mudan^a de energia 
livre padrao, AG°. Os potenciais redox padrao sao validos para 
uma mistura 1:1 do par redox. Por exemplo, o potencial redox 
padrao de -320 mV e valido para uma mistura 1:1 de NADH 
e NAD + . Mas quando existe um excesso de NADH sobre NAD + , 
a transference de eletrons do NADH para um aceptor de eletrons 
torna-se mais favoravel. Isso fica refletido em um potencial redox 
mais negativo e um AG mais negativo para a transference de 
eletrons. 


NADH em excesso Mistura 1:1 




NAD + em excesso 
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mais forte 
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Potencial redox 
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(£' mais positivo) 
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Figura 14-15 Estrutura do grupo heme unido covalentemente a citocromo c. 0 anel de por- 
firina do heme e mostrado em vermelho. Ha seis citocromos diferentes na cadeia respiratoria. Como 
os hemes em diferentes citocromos possuem estruturas ligeiramente diferentes e sao mantidos em 
diferentes ambientes locais pelas suas respectivas proteinas, cada urn possui uma afinidade diferente 
por urn eletron, e uma assinatura espectroscopica ligeiramente diferente. 

Diferentemente dos atomos sem cores H, C, N e O que constituem a maior parte 
das moleculas biologicas, ions metalicos de transigao sao com frequencia brilhantemen- 
te coloridos, fazendo as proteinas que os content serem faceis de serem estudadas com 
metodos espectroscopicos usando luz visivel. Uma familia de tais proteinas coloridas, os 
citocromos, content um grupo heme ligado, no qual um atomo de ferro e preso firme- 
mente por quatro atomos de nitrogenio nas bordas de um quadrado em um anel de por- 
flrina (Figura 14-15). Aneis de porfirina similares sao responsaveis tanto pela cor verme- 
lha do sangue quanto pela cor verde das folhas ao se ligarem a um ferro na hemoglobina 
ou um magnesio na clorofila, respectivamente. 

As proteinas ferro-enxofre correspondem a outra importante familia de cofatores 
de transference de eletrons. Nesse caso, dois ou quatro atomos de ferro sao ligados ao 
mesmo mimero de atomos de enxofre e a cadeias laterals de cisteina, formando grupos 
ferro-enxofre na protema (Figura 14-16). Como os hemes dos citocromos, esses grupos 
carreiam um eletron de cada vez. 

O mais simples dos cofatores de transference de eletrons na cadeia respiratoria - e 
o unico que nao esta sempre ligado a uma protema - e uma quinona (denominada ubi- 
quinona, ou coenzima Q). A quinona (Q) e uma pequena molecula hidrofobica que se 
movimenta livremente na bicamada lipidica. Esse carreador de eletrons pode aceitar ou 
doar um ou dois eletrons. Quando reduzidos (observe que quinonas reduzidas sao deno- 
minadas quinois), ela captura um proton da agua junto com cada eletron (Figura 14-17). 

Na cadeia transportadora de eletrons mitocondrial, seis hemes diferentes de cito¬ 
cromos, oito grupos ferro-enxofre, tres atomos de cobre, um mononucleotideo de flavina 
(outro cofator de transference de eletrons) e a ubiquinona operam em uma sequencia 
definida para carrear eletrons do NADH para o 0 2 . Ao todo, essa via envolve mais de 60 po- 
lipeptideos diferentes arranjados em tres grandes complexos de proteinas de membrana, 
cada um dos quais se liga a varios dos cofatores carreadores de eletrons recem-citados. 

Como seria esperado, os cofatores de transference de eletrons possuem afinida- 
des crescentes por eletrons (potenciais redox mais altos) a medida que os eletrons se 
movem ao longo da cadeia respiratoria. Os potenciais redox tern sofrido um ajuste fino 
durante a evolugao no ambiente proteico de cada cofator, que altera a afinidade normal 
do cofator pelos eletrons. Como grupos ferro-enxofre tern uma afinidade relativamen- 
te baixa por eletrons, eles predominam na primeira metade da cadeia respiratoria; ao 
contrario, os citocromos contendo heme predominam mais ao final da cadeia, onde e 
necessaria uma afinidade mais alta por eletrons. 


0 NADH transfere seus eletrons para o oxigenio molecular 
por meio de grandes complexos enzimaticos embebidos na 
membrana interna 



Proteinas de membrana sao dificeis de purificar porque sao insoluveis em solugoes 
aquosas e facilmente rompidas pelos detergentes necessarios para solubiliza-las. En- 
tretanto, usando detergentes nao ionicos suaves, como octilglicosideo ou dodecilmal- 
tosideo (ver Figura 10-28), elas podem ser solubilizadas e purificadas nas suas formas 
nativas, e ate mesmo cristalizadas para determinagao das estruturas. Cada um dos tres 
diferentes complexos da cadeia respiratoria, solubilizados com detergentes, podem ser 
reinseridos em vesiculas formadas por bicamadas lipidicas artificiais e sao capazes de 
bombear protons atraves da membrana a medida que eletrons passam por eles. 


Figura 14-16 Estrutura de um grupo ferro-enxofre. Esses grupos marrom-escuros 
consistem em quatro atomos de ferro e quatro de enxofre, como mostrado aqui, ou dois 
atomos de ferro e dois de enxofre associados a cisteinas na cadeia polipeptidica por meio de 
pontes covalentes de enxofre, ou associados a histidinas. Ainda que contenham varios ato¬ 
mos de ferro, cada grupo ferro-enxofre pode carrear somente um eletron de cada vez. Nove 
grupos ferro-enxofre diferentes participam no transporte de eletrons na cadeia respiratoria. 
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Na mitocondria, os tres complexos estao associados em serie, funcionando como 
bombas de H + impulsionadas pelo transporte de eletrons que bombeiam protons para 
fora da matriz, acidificando o espago das cristas mitocondriais (Figura 14-18): 

1. O complexo da NADH-desidrogenase (frequentemente referido como Comple¬ 
xo I) e o maior desses complexos enzimaticos respiratorios. Ele aceita eletrons 
do NADH e os transfere atraves de um mononucleotideo de flavina e oito grupos 
ferro-enxofre para o carreador lipossoluvel de eletrons ubiquinona. O ubiquinol 
reduzido entao transfere seus eletrons para a citocromo c redutase. 

2. A citocromo c redutase (tambem conhecida como complexo citocromo b-c 1 ) e 
uma grande associagao de protemas de membrana que funciona como um dime- 
ro. Cada monomero contem tres hemes e um grupo ferro-enxofre. O complexo 
recebe eletrons do ubiquinol e os transfere para a pequena protema citocromo c 
soluvel, que esta localizada no espago das cristas mitocondriais e carrega os ele¬ 
trons, um de cada vez, para a citocromo c oxidase. 

3. O complexo da citocromo c oxidase contem dois hemes e tres atomos de cobre. 
O complexo recebe eletrons, um de cada vez, da citocromo c e os transfere para o 
oxigenio molecular. Ao todo, quatro eletrons e quatro protons sao necessarios para 
converter uma molecula de oxigenio em agua. 

Discutimos previamente como o potencial redox reflete as afinidades eletronicas. 
Uma visao geral dos potenciais redox medidos ao longo da cadeia respiratoria esta apre- 
sentada na Figura 14-19. Esses potenciais mudam em tres grandes etapas, ao longo de 
cada um dos complexos respiratorios responsaveis pela translocagao de protons. A varia- 
gao de potencial redox entre dois carreadores de eletrons quaisquer e diretamente pro- 
porcional a energia livre liberada por uma transference de eletrons entre eles. Cada com¬ 
plexo atua como uma maquina conversora de energia, aproveitando essa diferenga de 
energia livre para bombear H + atraves da membrana interna e, como consequencia, criar 
um gradiente eletroquimico de protons a medida que os eletrons fluem pelo complexo. 
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Figura 14-17 Quinonas carreadoras 
de eletrons. A ubiquinona na bicamada 
lipidica captura um H + ( vermelho ) do am- 
biente aquoso para cada eletron ( azul) que 
aceita, em dois passos, a partir de com¬ 
plexos da cadeia respiratoria. 0 primeiro 
passo envolve a aquisigao de um proton 
e um eletron e converte a ubiquinona em 
um radical ubissemiquinona instavel. No 
segundo passo, ela se torna uma ubiqui¬ 
nona completamente reduzida (denomi- 
nada ubiquinol), que se movimenta livre- 
mente como um carreador de eletrons na 
bicamada lipidica da membrana. Quando 
o ubiquinol doa seus eletrons para o com¬ 
plexo seguinte na cadeia, os dois protons 
sao liberados. A longa cadeia hidrofobica 
( verde ) que confina a ubiquinona a mem¬ 
brana consiste em 6 a 10 unidades de 
isopreno de cinco carbonos, dependendo 
do organismo. 0 carreador de eletrons 
correspondente nas membranas fotossin- 
teticas dos cloroplastos e a plastoquinona, 
que possui quase a mesma estrutura e 
funciona do mesmo modo. Para simplifi- 
car, a ubiquinona e a plastoquinona nor- 
malmente serao referidas como quinona 
(abreviadas por Q) neste capitulo. 


Figura 14-18 O caminho dos eletrons 
ao longo das tres bombas de protons 
da cadeia respiratoria (Animagao 14.3). 

A forma e o tamanho relativos de cada 
complexo sao mostrados. Durante a 
transference de eletrons do NADH para 
o oxigenio (setas azuis), a ubiquinona e a 
citocromo c servem de carreadores moveis 
que transportam os eletrons de um com¬ 
plexo para o proximo. Durante as reagoes 
de transference de eletrons, os protons 
sao bombeados atraves da membrana ao 
longo de cada um dos complexos de en- 
zimas respiratorias, como indicado (setas 
vermelhas). 

Por motivos historicos, as tres bom¬ 
bas de protons da cadeia respiratoria sao 
por vezes referidas como Complexo I, 
Complexo III e Complexo IV, de acordo 
com a ordem na qual os eletrons, partindo 
do NADH, passam atraves delas. Os ele¬ 
trons provenientes da oxidagao do succi- 
nato pela succinato desidrogenase (desig- 
nada como Complexo II) sao introduzidos 
na cadeia transportadora de eletrons na 
forma de ubiquinona reduzida. Ainda que 
embebidas nas membranas das cristas, 
a succinato desidrogenase nao bombeia 
protons e portanto nao contribui para 
a forga proton-motriz; nao e, portanto, 
considerada uma parte integral da cadeia 
respiratoria. 
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Figura 14-19 Variagoes de potenciais 
redox ao longo da cadeia transporta- 
dora de eletrons mitocondrial. 0 po- 

tencial redox (designado por £' 0 ) aumenta 
a medida que os eletrons fluem atraves 
da cadeia respiratoria para o oxigenio. 

A mudanga de energia livre padrao em 
quilojoules, AG°, para a transferencia de 
cada um dos dois eletrons doados por 
uma molecula de NADH pode ser obtida 
a partir da ordenada do lado esquerdo 
[AG° = -n(0,096) A E' 0 , onde n e o numero 
de eletrons transferidos mediante uma di- 
ferenga de potencial eletrico de A£' 0 mV], 
Os eletrons fluem atraves de um complexo 
enzimatico respiratorio ao passar, em 
sequencia, pelos multiplos carreadores de 
eletrons de cada complexo (.setas azuis). 
Como indicado, parte da variagao de ener¬ 
gia livre favoravel e aproveitada por todo 
complexo enzimatico para bombear H + 
atraves da membrana mitocondrial interna 
(setas vermelhas). A NADH-desidrogenase 
bombeia ate quatro H + por eletron, o com¬ 
plexo da citocromo c redutase bombeia 
dois, enquanto o complexo da citocromo c 
oxidase bombeia um H + por eletron. 

Deve-se perceber que o NADH nao 
e a unica fonte de eletrons para a cadeia 
respiratoria. A flavina FADH 2 , que e gerada 
por meio da oxidagao de acidos graxos 
(ver Figura 2-56) e pela succinato desidro- 
genase no ciclo do acido citrico (ver Figura 
2-57), tambem contribui com eletrons. 
Seus dois eletrons sao transferidos direta- 
mente para a ubiquinona, contornando a 
NADH-desidrogenase. 
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A cristalografia de raios X elucidou a estrutura de cada um dos tres complexos da 
cadeia respiratoria em grandes detalhes; e a seguir, examinaremos cada um deles para 
entender como funcionam. 

O complexo da NADH-desidrogenase contem modulos separados 
para transporte de eletrons e bombeamento de protons 

O complexo da NADH-desidrogenase e um aglomerado enorme de protemas de membrana 
e de protemas que nao se associam a membrana que recebe eletrons do NADH e os transfe- 
re para a ubiquinona. Nas mitocondrias de animais, esse complexo consiste em mais de 40 
subunidades proteicas diferentes, com uma massa molecular de quase 1 milhao de daltons. 
As estruturas de raios X do complexo da NADH-desidrogenase de fungos e bacterias mos- 
tram que ela assume uma forma em “L” com um brago hidrofobico associado a membrana 
e um brago hidroftlico que se projeta na matriz mitocondrial (Figura 14-20). 

A transferencia de eletrons e o bombeamento de protons sao separados fisicamen- 
te no complexo da NADH-desidrogenase, com a transferencia de eletrons ocorrendo no 
brago da matriz e o bombeamento de protons no brago da membrana. O NADH associa¬ 
te a extremidade do brago da matriz, onde transfere seus eletrons, por meio de um mo- 
nonucleotideo de flavina ligado, para uma cadeia de agrupamentos ferro-enxofre que 
se estende ao longo do brago, atuando como um fio de arame para conduzir os eletrons 
para uma molecula de ubiquinona ligada a protema. Supoe-se que a transferencia de 
eletrons para a quinona dispare a translocagao de protons em um conjunto de bombas 
de protons no brago da membrana, e, para que isso ocorra, os dois processos devem es- 
tar acoplados energetica e mecanicamente. Acredita-se que uma conexao mecanica seja 
mediada por uma a-helice longa, de 6 nm, que se estende paralelamente a superficie da 
membrana no lado da matriz do brago da membrana. Essa helice pode agir como uma 
biela em uma maquina a vapor para gerar um golpe de potencia mecanico, responsa- 
vel pela transdugao da energia, que acopla o sitio de ligagao a quinona aos modulos de 
translocagao de protons na membrana (ver Figura 14-20). 

A redugao de cada quinona pela transferencia de dois eletrons pode causar o 
bombeamento de quatro protons para fora da matriz, para dentro do espago das cristas. 
Desse modo, a NADH-desidrogenase gera cerca de metade da forga proton-motriz total 
na mitocondria. 

A citocromo c redutase captura protons e os libera no lado oposto 
da membrana das cristas, desse modo bombeando protons 

Como ja descrito, quando uma molecula quinona (Q) aceita seus dois eletrons, ela tam¬ 
bem captura dois protons para formar um quinol (QH 2 ; ver Figura 14-17). Na cadeia 
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Figura 14-20 A estrutura da NADH-desidrogenase. (A) 0 modelo do complexo mitocondrial mostrado aqui e baseado na estrutura de raios X do complexo bacte- 
riano menor, que funciona da mesma maneira. 0 brago da matriz da NADH-desidrogenase (tambem conhecido como Complexo I) contem oito grupos ferro-enxofre 
(FeS) que parecem participar no transporte de eletrons. A membrana contem mais de 70 helices transmembrana, formando tres modulos distintos de bombeamento 
de protons, enquanto o brago da matriz contem os cofatores de transporte de eletrons. (B) 0 NADH doa dois eletrons, por meio de urn mononucleotfdeo de flavina 
ligado (FMN; amarelo), para uma cadeia de sete grupos ferro-enxofre ( esferas vermelhas e amarelas). A partir do grupo ferro-enxofre terminal, os eletrons sao transfe- 
ridos para a ubiquinona (laranja). A transference de eletrons resulta em mudangas conformacionais (setas pretas) que supostamente sao transmitidas para uma longa 
a-helice anfipatica ( roxo ) no lado da matriz do brago da membrana, que puxa helices transmembrana descontinuas (vermelho) em tres subunidades de membrana, 
cada uma se assemelhando a urn antiporte (ver Capitulo 11). Supoe-se que esse movimento mude a conformagao de resfduos carregados em tres canais de protons, 
resultando na translocagao de tres protons para fora da matriz. Urn quarto proton pode ser translocado na interface do dois bragos ( linha tracejada). (C) Simbolo para 
NADH-desidrogenase usado ao longo deste capitulo. (Adaptada de R.G. Efremov, R. Baradaran e L.A. Sazanov, Nature 465:441-445, 2010. Codigo PDB: 3M9S.) 


respiratoria, o ubiquinol transfere eletrons da NADH-desidrogenase para a citocromo c 
redutase. Como os protons nessa molecula de QH 2 sao capturados da matriz e liberados 
no lado oposto da membrana das cristas, dois protons sao transferidos da matriz para 
dentro do espago das cristas por par de eletrons transferido (Figura 14-21). Essa transfe¬ 
rence vetorial de protons suplementa o gradiente eletroquimico de protons que e criado 
pelo bombeamento de protons da NADH-desidrogenase recem-discutido. 

A citocromo c redutase e um grande complexo de subunidades de protemas de 
membrana. Tres subunidades formam um cerne catalitico que transfere eletrons do ubi¬ 
quinol para a citocromo c, com uma estrutura herdada de ancestrais bacterianos que se 
manteve altamente conservada (Figura 14-22). Ela bombeia protons por meio de uma 
transference vetorial de protons que envolve um sitio de ligagao para uma segunda mo¬ 
lecula de ubiquinona; o elaborado mecanismo de alga redox usado e denominado ciclo 
Q porque, enquanto um dos eletrons recebidos de cada molecula QH 2 e transferido da 
ubiquinona por meio do complexo para a protema carreadora citocromo c, o outro ele- 
tron e reciclado de volta no conjunto de quinonas. Por meio do mecanismo ilustrado na 
Figura 14-23, o ciclo Q aumenta a quantidade total de energia redox que pode ser arma- 
zenada no gradiente eletroquimico de protons. Como resultado, para cada eletron que 
e transferido da NADH-desidrogenase para a citocromo c, dois protons sao bombeados 
atraves da membrana das cristas para dentro do espago das cristas. 



Figura 14-21 Como a captura e libe- 
ragao direcional de protons por uma 
quinona bombeia protons atraves de 
uma membrana. Dois protons sao cap¬ 
turados no lado da matriz da membrana 
mitocondrial interna quando a reagao Q + 
2e“ + 2H + QH 2 e catalisada pelo comple¬ 
xo da NADH-desidrogenase. Essa molecula 
de ubiquinol (QH 2 ) se difunde rapidamente 
no piano da membrana, ligando-se a 
citocromo c redutase pelo lado da crista. 
Quando sua oxidagao pela citocromo c 
redutase gera dois protons e dois eletrons 
(ver Figura 14-17), os dois protons sao 
liberados dentro do espago das cristas. 0 
fluxo de eletrons nao e mostrado neste 
diagrama. 
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Figura 14-22 A estrutura da citocromo c redutase. A citocromo c redutase (tambem conhecida como complexo citocromo b-q) e urn dimero de duas me- 
tades identicas de 240 mil daltons, cada uma composta por 11 moleculas proteicas diferentes nos manmferos. (A) Urn grafico da estrutura de urn dimero inteiro, 
mostrando em cores as tres proteinas que formam o cerne funcional do complexo enzimatico: a citocromo b ( verde ) e a citocromo q ( azul) estao coloridos em 
uma metade, e a proteina Rieske ( roxo ) contendo urn grupo ferro-enxofre Fe 2 S 2 (vermelho e amarelo) esta colorida na outra. Essas tres subunidades proteicas 
interagem atraves das duas metades. (B) Transference de eletrons da citocromo c redutase para a pequena e soluvel proteina carreadora citocromo c. Os eletrons 
que entram a partir do ubiquinol proximo do lado da matriz da membrana sao capturados pelo grupo ferro-enxofre da proteina Rieske, que move seu grupo fer¬ 
ro-enxofre para a frente e para tras para transferir esses eletrons para o heme c {vermelho). 0 heme c os transfere entao para a molecula carreadora citocromo c. 

Como detalhado na Figura 14-23, somente urn dos dois eletrons de cada ubiquinol e transferido por este caminho. Para aumentar o bombeamento de 
protons, o segundo eletron do ubiquinol e transferido para uma molecula de ubiquinona ligada a citocromo c redutase no lado oposto da membrana - proximo 
da matriz. (C) Simbolo para a citocromo c redutase usado ao longo deste capitulo. (Codigo PDB: 1EZV). 


0 complexo da citocromo c oxidase bombeia protons e reduz 0 2 
usando urn centro ferro-cobre catalitico 

A conexao final na cadeia transportadora de eletrons mitocondrial e a citocromo c oxi¬ 
dase. O complexo da citocromo c oxidase aceita eletrons do carreador de eletrons solu¬ 
vel citocromo c e usa um terceiro mecanismo distinto para bombear protons atraves da 
membrana mitocondrial interna. A estrutura do complexo encontrado nos mamiferos 
esta ilustrada na Figura 14-24. As estruturas com resolugao atomica, combinada com 
estudos do efeito de mutagoes introduzidas na enzima por engenharia genetica de pro- 
temas bacterianas e de levedura, revelaram os mecanismos detalhados dessa bomba de 
protons eletron-motriz. 

Como o oxigenio tern grande afinidade por eletrons, uma grande quantidade de 
energia livre pode ser liberada quando ele e reduzido para formar agua. Portanto, a evo- 
lugao darespiragao celular, na qualo0 2 e convertido em agua, permitiu aos organismos 
aproveitar muito mais energia do que poderia ser obtida pelo metabolismo anaerobio. 
Como discutiremos adiante, supoe-se que a disponibilidade de uma grande quantidade 
de energia liberada pela redugao do oxigenio molecular para formar agua tenha sido es¬ 
sential para o aparecimento da vida multicelular: isso explicaria o motivo de todos os or¬ 
ganismos grandes respirarem. Para os sistemas biologicos utilizarem 0 2 dessa maneira, 
entretanto, e necessario um processo quimico sofisticado. Uma vez que uma molecula 
de 0 2 tenha capturado um eletron, forma-se um anion radical superoxido (0 2 *~) que e 
perigosamente reativo e captura rapidamente tres eletrons adicionais de onde quer que 
ele possa obte-los, com efeitos destrutivos para o ambiente proximo. Podemos tolerar 
oxigenio no ar que respiramos somente porque a captura do primeiro eletron pela mo¬ 
lecula de 0 2 e lenta, possibilitando que as celulas usem enzimas para controlar a captu¬ 
ra de eletrons pelo oxigenio. Portanto, a citocromo c oxidase prende-se ao oxigenio em 
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c redutase 

um centra bimetalico especial, onde ele fica preso entre um atomo de ferro ligado a um 
heme e um ion de cobre ate que ele tenha capturado um total de quatro eletrons. Apenas 
entao os dois atomos de oxigenio da molecula de oxigenio sao seguramente liberados na 
forma de duas moleculas de agua (Figura 14-25). 

Estima-se que a reagao da citocromo c oxidase seja responsavel por 90% da capta- 
gao total de oxigenio da maioria das celulas. Este complexo proteico e, portanto, crucial 
para todas as formas de vida aerobica. Cianeto e azida sao extremamente toxicos porque 
se ligam aos atomos de ferro do heme na citocromo c oxidase de modo muito mais firme 
do que o oxigenio, reduzindo grandemente, dessa maneira, a produgao de ATP. 

A cadeia respiratoria forma um supercomplexo na membrana da 
crista 

Por meio do uso de microscopia crioeletronica para examinar protemas que tenham 
sido isoladas de forma muito leve, pode-se mostrar que os tres complexos proteicos que 
formam a cadeia respiratoria associam-se em um supercomplexo ainda maior na mem¬ 
brana das cristas. Como ilustrado na Figura 14-26, supoe-se que essa estrutura auxilie 


Figura 14-23 O mecanismo de duas 
etapas do ciclo Q da citocromo c redu¬ 
tase. (A) Na etapa 1, o ubiquinol reduzido 
pela NADH-desidrogenase associa-se ao 
complexo da citocromo c redutase. A 
oxidagao do quinol produz dois protons e 
dois eletrons. Os protons sao liberados no 
espago da crista. Um eletron passa via um 
grupo ferro-enxofre do heme q, sendo en¬ 
tao transferido para a protefna carreadora 
de eletrons soluvel citocromo c na superfi- 
cie da membrana. 0 segundo eletron passa 
por meio dos hemes b L e b H para uma 
ubiquinona (Q vermelho) ligada em um 
sitio separado proximo do lado da matriz 
da protefna. A captura de um proton da 
matriz produz um radical ubissemiquinona 
(ver Figura 14-17), que permanece ligado a 
esse sitio (QH* vermelho em B). 

(B) Na etapa 2, um segundo ubi¬ 
quinol (QH 2 azul) associa-se e libera dois 
protons e dois eletrons, como descrito na 
etapa 1. Um eletron e transferido para 
uma segunda molecula de citocromo c, 
enquanto o outro e aceito pela ubisse¬ 
miquinona. A ubissemiquinona, entao, 
captura um proton da matriz e e liberada 
na bicamada lipfdica como ubiquinol com- 
pletamente reduzido (QH 2 vermelho). 

Em um balango final, a oxidagao 
de um ubiquinol no ciclo Q bombeia dois 
protons atraves da membrana por meio 
de uma captura e liberagao direcionada 
de protons (ver Figura 14-21), liberando 
outros dois no espago da crista. Alem dis- 
so, em cada uma das etapas (A) e (B), um 
eletron e transferido para uma protefna 
carreadora citocromo c (Animagao 14.4). 
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Eletrons provenientes 
do citocromo c 
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Figura 14-24 A estrutura da citocromo c oxidase. 0 complexo final na cadeia transportadora de eletrons mitocondrial consiste em 13 subunidades proteicas 
diferentes, com uma massa total de 204 mil daltons. (A) 0 complexo dimerico completo e mostrado, posicionado na membrana das cristas. As subunidades I 
(verde), II (roxo) e III (azul) altamente conservadas sao codificadas pelo genoma mitocondrial e formam o cerne funcional da enzima. (B) 0 cerne funcional do 
complexo. Os eletrons passam por essa estrutura partindo da citocromo c, passando por ions de cobre (esferas azuis) e hemes ( vermelho) ate uma molecula 
de 0 2 ligada entre o heme a 3 e um ion de cobre. Os quatro protons necessarios para reduzir 0 2 a agua sao capturados da matriz; ver tambem Figura 14-25. 

(C) Sfmbolo para citocromo c oxidase usado ao longo do capftulo. (Codigo PDB: 20CC.) 
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os carreadores de eletrons ubiquinona (na membrana das cristas) e citocromo c (no es- 
pago das cristas) a transferir eletrons com alta eficiencia. A formagao do supercomplexo 
depende do lipideo mitocondrial cardiolipina (ver Figura 14-11), que presumivelmente 
funciona como uma "cola" hidrofobica que mantem os componentes associados. 

Alem das tres bombas de protons no supercomplexo recem-descrito, uma das en- 
zimas do ciclo dos acidos citricos, a succinato desidrogenase, encontra-se embebida na 
membrana das cristas mitocondriais. Ao longo do processo de oxidagao do succinato a 
fumarato na matriz, esse complexo enzimatico captura eletrons na forma de uma mo¬ 
lecula de FADH 2 fortemente ligada (ver Painel 2-9, p. 106-107) e os transfere para uma 
molecula de ubiquinona. O ubiquinol reduzido transfere entao seus dois eletrons para 
a cadeia respiratoria por meio da citocromo c redutase (ver Figura 14-18). A succinato 
desidrogenase nao e uma bomba de protons, e nao contribui diretamente para o poten- 
cial eletroquimico usado para a produgao de ATP na mitocondria. Portanto, ela nao e 
considerada como parte integrante da cadeia respiratoria. 

Protons podem mover-se rapidamente ao longo de caminhos 
predefinidos 

Os protons na agua sao altamente moveis: ao se dissociarem rapidamente de uma mole¬ 
cula de agua e se associarem com uma molecula de agua vizinha, eles podem se deslocar 
rapidamente ao longo de uma rede de moleculas de agua conectadas por ligagoes de hi- 
drogenio (ver Figura 2-5). Mas como pode um proton se mover atraves do interior hidro- 
fobico de uma protema embebida em uma bicamada lipidica? Protemas translocadoras 
de protons contem fios condutores de protons que sao filas de cadeias laterais polares ou 
ionicas, ou ainda moleculas de agua dispostas a curtas distancias umas das outras, de 
modo que os protons possam saltar de uma para a seguinte (Figura 14-27). Ao longo de 
tais caminhos predefinidos, os protons podem se mover ate 40 vezes mais rapidamente 
do que atraves da agua livre. A estrutura tridimensional da citocromo c oxidase sugere a 
existencia de duas vias de captura de protons diferentes. Essa observagao confirmou es- 
tudos de mutagenese previos, que mostraram que, ao se substituir as cadeias laterais de 



Sitio ativo 


Figura 14-25 Reagao do 0 2 com eletrons na citocromo c oxidase. Eletrons da citocromo c passam atraves do complexo por meio de 
ions de cobre ligados (esferas azuis) e hemes ( vermelho) para uma molecula de 0 2 ligada entre o heme a 3 e um ion de cobre. Ions de fer- 
ro sao mostrados como esferas vermelhas. 0 atomo de ferro no heme a atua como uma fila de espera onde os eletrons sao mantidos, de 
tal forma que possam ser liberados para uma molecula de 0 2 (nao mostrada) que e mantida no centra bimetalico do sitio ativo, formado 
por um ferro central de outro heme (heme a 3 ) e um atomo de cobre justaposto. Os quatro protons necessarios para reduzir 0 2 a agua sao 
removidos da matriz. Para cada molecula de 0 2 que passa pela reagao 4e“ + 4H + + 0 2 ^ 2H 2 0, outros quatro protons sao bombeados 
para fora da matriz por mecanismos que sao impulsionados por mudangas alostericas na conformagao de proteinas (ver Figura 14-28). 
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residuos especificos de aspartato ou arginina, cujas cadeias laterals podem ligar e liberar 
protons, a citocromo c oxidase tornou-se uma bomba de protons menos eficiente. 

Mas como pode o transporte de eletrons causar modificagoes alostericas nas con- 
formagoes das protemas que levem ao bombeamento de protons? Do ponto de vista 
mais basico, se o transporte de eletrons impulsiona mudangas alostericas sequenciais 
na conformagao proteica que alterem o estado redox dos seus componentes, essas mu¬ 
dangas conformacionais podem estar conectadas aos fios condutores de protons que 
possibilitam a protema bombear H + atraves da membrana das cristas. Esse tipo de bom¬ 
beamento de H + requer pelo menos tres conformagoes distintas para a protema bombe- 
adora, como ilustrado esquematicamente na Figura 14-28. 

Resumo 

A cadeia respiratoria embebida na membrana mitocondrial interna contem tres comple- 
xos enzimaticos respiratorios principals atraves dos quais os eletrons fluem do NADH para 
o 0 2 . Nesses complexos, os eletrons sao transferidos ao longo de uma serie de carreadores 
de eletrons ligados a protemas , incluindo hemes e grupos ferro-enxofre. A energia libera- 
da a medida que os eletrons se movem para mveis de energia mais baixos e usada para 
bombear protons por diferentes mecanismos nos tres complexos enzimaticos respiratorios , 
cada um dos quais acoplando o transporte de eletrons lateral com o transporte de protons 
vetorial atraves da membrana. Os eletrons sao transferidos entre complexos enzimaticos 
pelos carreadores moveis de eletrons ubiquinona e citocromo c para completar a cadeia 
transportadora de eletrons. O caminho do fluxo de eletrons e NADH complexo da 
NADH-desidrogenase ubiquinona citocromo c redutase —> citocromo c —> complexo 
da citocromo c oxidase oxigenio molecular (Of). 

PRODUCAO DE ATP NAS MITOCONDRIAS 

Como ja discutimos, as tres bombas de protons da cadeia respiratoria contribuem para a 
formagao de um gradiente eletroquimico de protons atraves da membrana mitocondrial 
interna. Esse gradiente impulsiona a smtese de ATP pela ATP-sintase, um grande com¬ 
plexo proteico ligado a membrana que realiza a faganha extraordinaria de converter a 
energia contida nesse gradiente eletroquimico em energia quimica biologicamente util, 
na forma de ATP (ver Figura 14-10). Protons fluem a favor dos seus gradientes eletro- 


Figura 14-27 Movimento dos protons atraves da agua e de protemas. (A) Protons 
movem-se rapidamente atraves da agua, saltando de uma molecula de H 2 0 para a se- 
guinte por meio da formagao e dissociagao contfnua de ions hidronio, H 3 0 + (ver Capitulo 
2). Neste diagrama, os saltos dos protons estao indicados como setas vermelhas. (B) 
Protons podem se mover ainda mais rapido atraves de uma protema ao longo de "fios 
condutores de protons". Esses caminhos de protons predefinidos consistem em cadeias 
laterais de aminoacidos espagadas adequadamente que capturam e liberam protons 
facilmente (Asp, Glu) ou carregam um grupo hidroxila semelhante a agua (Ser, Thr), junto 
com moleculas de agua presas no interior da protema. 


Figura 14-26 O supercomplexo da 
cadeia respiratoria de mitocondrias 
de coragao bovino. Os tres complexos 
bombeadores de protons da cadeia res¬ 
piratoria de mitocondrias de mamiferos 
associam-se em supercomplexos maiores 
na membrana das cristas. Supercomplexos 
podem ser isolados tratando mitocondrias 
com detergentes suaves, e suas estruturas 
tern sido elucidadas por meio de micros- 
copia crioeletronica de particulas isoladas. 
0 supercomplexo de coragao bovino 
possui uma massa total de 1,7 megadal- 
tons. Uma representagao esquematica de 
tal complexo e mostrada, que consiste 
em NADH-desidrogenase, citocromo c 
redutase e citocromo c oxidase, como 
indicado. Os sftios ligadores de quinol 
da NADH-desidrogenase e da citocromo 
c redutase, orientados face a face, e a 
pequena distancia entre os sftios ligadores 
de citocromo c na citocromo c redutase 
e citocromo c oxidase facilitam a trans¬ 
ference de eletrons rapida e eficiente. 
Cofatores ativos no transporte de eletrons 
estao marcados como um ponto amarelo 
(flavina mononucleotideo), pontos verme- 
Ihos e amarelos (grupos ferro-enxofre), Q 
(quinona), quadrados vermelhos (hemes) e 
um ponto azul (atomo de cobre). Somente 
os cofatores que participam no fluxo linear 
de eletrons do NADH para a agua estao 
mostrados. Setas azuis indicam a trajetoria 
dos eletrons ao longo do supercomplexo. 
(Adaptada de T. Athoff et al., EMBO J. 
30:4652-4664, 2011.) 
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Figura 14-28 Um modelo geral para 
o bombeamento de IT acoplado ao 
transporte de eletrons. Supoe-se que 
esse mecanismo para o bombeamento de 
H + por uma proteina transmembrana seja 
usado pela NADH-desidrogenase, pela 
citocromo c oxidase e por muitas outras 
bombas de protons. A proteina passa por 
um ciclo de tres conformagoes. Em uma 
dessas conformagoes, a proteina apresen- 
ta uma alta afinidade por H + , fazendo ela 
capturar um H + no lado interno da mem- 
brana. Em outra conformagao, a proteina 
possui uma baixa afinidade por IT, o que 
a leva a liberar o H + no lado externo da 
membrana. Como indicado, as transigoes 
de uma conformagao para a outra ocor- 
rem somente em uma diregao, pois elas 
sao estimuladas pelo processo acoplado 
energeticamente favoravel de transporte 
de eletrons (discutido no Capitulo 11). 


ALTA 

ESPAgO afinidade P° r H+ 


Mudangas 
conformacionais 
unidirecionais 
impulsionadas 
pelo transporte 
de eletrons 


BAIXA 

afinidade por H + 

quimicos atraves da porgao associada a membrana dessa turbina de protons, impulsio- 
nando, desse modo, a smtese de ATP a partir de ADP e P. na porgao extramembrana do 
complexo. Como discutido no Capitulo 2, a formagao de ATP a partir de ADP e fosfa- 
to inorganico e altamente desfavoravel do ponto de vista energetico. Como veremos, a 
ATP-sintase pode produzir ATP somente devido as mudangas alostericas de forma desse 
complexo proteico, que diretamente acoplam a smtese de ATP ao fluxo energeticamente 
favoravel de protons atraves da membrana. 






O alto valor negativo de AG para a hidrolise do ATP torna o ATP 
util para a celula 

Uma pessoa media consome cerca de 50 kg de ATP por dia. Em atletas participando de 
uma maratona, esse valor pode chegar a varias centenas de quilogramas. O ATP produzi- 
do nas mitocondrias e derivado da energia dispomvel nos intermediaries NADH, FADH 2 
e GTP. Esses compostos ricos em energia sao produzidos pela oxidagao da glicose (Tabe- 
la 14-1 A) e pela oxidagao de gorduras (Tabela 14-IB; ver tambem Figura 2-56). 

A glicolise sozinha pode produzir somente duas moleculas de ATP para cada mo¬ 
lecula de glicose que e metabolizada, e esse e o total de energia obtido em processos 
fermentativos que ocorrem na ausencia de 0 2 (discutidos no Capitulo 2). Na fosforilagao 
oxidativa, cada par de eletrons doado pelo NADH produzido nas mitocondrias pode for- 
necer energia para a formagao de cerca de 2,5 moleculas de ATP. A fosforilagao oxidativa 
tambem produz 1,5 molecula de ATP para cada par de eletrons provenientes do FADH 2 
produzido pela succinato desidrogenase na matriz mitocondrial, e das moleculas de 
NADH produzidas pela glicolise no citosol. Considerando os rendimentos de produtos 
da glicolise e do ciclo do acido citrico, podemos calcular que a oxidagao completa de 
uma molecula de glicose - iniciando na glicolise e terminando na fosforilagao oxidati¬ 
va - resulta em um rendimento liquido de 30 moleculas de ATP. Quase todo esse ATP e 
produzido pela ATP-sintase mitocondrial. 

No Capitulo 2, foi discutido o conceito de energia livre (G). A variagao de energia 
livre para uma reagao, AG, determina se essa reagao ocorrera em uma celula. Mostra- 
mos, nas p. 60-63, que a AG para uma dada reagao pode ser escrita como a soma de duas 
partes: a primeira, chamada de variagao de energia livre padrao, AG°, depende apenas 
das caracteristicas intrinsecas das moleculas reagentes; a segunda depende somente das 
suas concentragoes. Para a reagao simples A —» B, 


AG = AG° + i?rin|5| 

[A] 

onde [A] e [B] denotam as concentragoes de A e B, e In e o logaritmo natural. AG° e o 
valor de referenda padrao, que e equivalente ao valor de AG quando as concentragoes 
molares de A e B sao iguais (uma vez que In 1 = 0). 

No Capitulo 2, discutimos como mudangas de energia livre grandes e favoraveis 
(AG altamente negativo) para a hidrolise do ATP sao usadas, por meio de reagoes acopla- 
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Q Rendimentos dos produtos obtidos a partir da oxidagao de 
agucares e gorduras 

A. Produtos liquidos a partir da oxidagao de uma molecula de glicose 

No citosol (glicolise) 

1 glicose 2 piruvato + 2 NADH + 2 ATP 

Na mitocondria (piruvato desidrogenase e ciclo do acido citrico) 

2 piruvato 2 acetil-CoA + 2 NADH 

2 acetil-CoA 6 NADH + 2 FADH 2 + 2 GTP 

Resultado liquido na mitocondria 

2 piruvato 8 NADH + 2 FADH 2 + 2 GTP 

B. Produtos liquidos a partir da oxidagao de uma molecula de palmitoil-CoA 
(forma ativada do palmitato, urn acido graxo) 

Na mitocondria (oxidagao de acidos graxos e ciclo do acido citrico) 

1 palmitoil-CoA 8 acetil-CoA + 7 NADH + 7 FADH 2 
8 acetil-CoA 24 NADH + 8 FADH 2 + 8 GTP 

Resultado liquido na mitocondria 

1 palmitoil-CoA 31 NADH + 15 FADH 2 + 8 GTP 


das, para impulsionar muitas outras reagoes quimicas na celula que, de outro modo, nao 
ocorreriam (ver p. 65-66). A reagao de hidrolise do ATP produz dois produtos, ADP e P i; 
sendo portanto do tipo A^> B + C, onde, como demonstrado na Figura 14-29, 

AG = AG° + i?TlnMM 
[A] 

Quando ATP e hidrolisado a ADP e P t sob condigoes que normalmente existem em 
uma celula, a mudanga de energia livre e de cerca de -46 a -54 lcj/mol (-11 a -13 kcal/ 
mol). Esse AG extremamente favoravel depende da manutengao de uma alta concentra¬ 
gao de ATP quando comparada com as concentragoes de ADP e Pj. Quando ATP, ADP e P t 
estao todos presentes na mesma concentragao de 1 mol/litro (condigoes-padrao), o AG 
para hidrolise do ATP cai para o valor de mudanga de energia livre padrao (AG°), que e 
de somente -30,5 kj/mol (-7,3 kcal/mol). Em concentragoes muito mais baixas de ATP 
relativas as concentragoes de ADP e de P i; a AG se torna zero. Nesse ponto, a razao em 
que ADP e Pj irao juntar-se para formar ATP sera equivalente a razao em que ATP sera 
hidrolisado para formar ADP e Pj. Em outras palavras, quando AG = 0, a reagao esta em 
equilibrio (ver Figura 14-29). 

E a AG, e nao a AG°, que indica o quao distante uma reagao esta do equilibrio e 
determina se ela pode direcionar outras reagoes. Devido ao fato de a conversao eficiente 
de ADP em ATP nas mitocondrias manter uma alta concentragao de ATP em relagao as 
concentragoes de ADP e P i; a reagao de hidrolise do ATP nas celulas e mantida muito 
longe do equilibrio, e a AG e, correspondentemente, muito negativa. Na ausencia desse 
grande desequilibrio, a hidrolise do ATP nao poderia ser usada para impulsionar reagoes 
na celula. A baixas concentragoes de ATP, muitas reagoes biossinteticas iriam ocorrer no 
sentido contrario e a celula iria morrer. 

A ATP-sintase e uma nanomaquina que produz ATP por catalise 
rotatoria 

A ATP-sintase e uma nanomaquina finamente ajustada composta de 23 ou mais su- 
bunidades proteicas separadas, com uma massa total de cerca de 600 mil daltons. A 
ATP-sintase pode funcionar tanto na diregao direta, produzindo ATP a partir de ADP e 
fosfato em resposta a um gradiente eletroquimico, quanto na diregao reversa, gerando 
um gradiente eletroquimico por meio da hidrolise do ATP. Para distingui-la de outras 
enzimas que hidrolisam ATP, ela e tambem denominada F 1 F 0 ATP-sintase ou ATPase 
do tipo F. 
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A seguinte equagao e aplicavel: 


AG = AG° + RT\n 


[ADP] [®] 
[ATP] 


onde AG e AG° estao em Joules por mol, Rea constante 
dos gases (8,3 J/mol K), T e a temperatura absoluta (K), 
e todas as concentrates estao em mols por litro. 

Quando as concentrates de todos os reagentes estao a 
1 M, AG = AG° (como RT In 1 = 0). AG° e, portanto, uma 
constante definida como mudanga de energia livre padrao 
para a reagao. 


Em equilfbrio, a reagao nao tern efeito Ifquido sobre a desordem do 
universo, de forma que AG = 0. Portanto, em equilfbrio. 


[ADP] [©] 

-RT In - 

[ATP] 


= A G° 


Mas as concentragoes dos reagentes em equilfbrio devem satisfazer 
a equagao de equilfbrio: 


[ADP] [®] = K 


[ATP] 


Portanto, em equilfbrio, 

AG° = -RT In K 


Podemos observar que enquanto AG° indica o ponto de equilfbrio para 
uma reagao, AG revela o quao distante a reagao esta do equilfbrio. AG e 
uma medida da "forga motriz" de qualquer reagao qufmica, assim como 
a forga proton-motriz e a forga motriz para a translocagao dos protons. 


Figura 14-29 Relagao basica entre a 
variagao de energia livre e o equili- 
brio na reagao de hidrolise do ATP. 0 

valor das constantes nos quadros 1 e 2 e 
determinado a partir de experimentos nos 
quais o acumulo de produtos e medido em 
fungao do tempo (Cone., concentragao). A 
constante de equilfbrio aqui apresentada, 
K, esta em unidades de mols por litro. 

(Ver Painel 2-7, p. 102-103 para uma dis- 
cussao sobre a energia livre e Figura 3-44 
para uma discussao sobre a constante de 
equilfbrio.) 


Assemelhando-se a uma turbina, a ATP-sintase e composta por um rotor e um es- 
tator (Figura 14-30). Para impedir a rotagao da cabega catalitica, uma haste localizada 
na periferia do complexo (a haste do estator) conecta a cabega as subunidades do estator 
embebidas na membrana. Uma segunda haste no centro do complexo (a haste do rotor) 
e conectada ao anel do rotor na membrana, que gira a medida que os protons fluem por 
ele, impulsionados pelo gradiente eletroquimico atraves da membrana. Como resultado, 
o fluxo de protons causa o giro da haste do rotor dentro da cabega estacionaria onde os 
sitios cataliticos que sintetizam ATP a partir de ADP e P. estao localizados. Tres subuni¬ 
dades a e tres subunidades (3 de estrutura similar alternam para formar a cabega. Cada 
uma das tres subunidades (3 possui um sitio catalitico de ligagao a nucleotideos na inter¬ 
face a/ (3. Esses sitios cataliticos estao todos em conformagoes diferentes, dependendo 
das suas interagoes com a haste do rotor. Essa haste atua como um eixo de comando, o 
dispositivo que abre e fecha valvulas em um motor a combustao. A medida que ela gira 
dentro da cabega estacionaria, a haste muda as conformagoes das subunidades (3 se- 
quencialmente. Uma das conformagoes possiveis dos sitios cataliticos possui alta afini- 
dade por ADP e Pi, e uma vez que a haste do rotor "empurra” o sitio de ligagao para uma 
conformagao diferente, esses dois substratos sao propelidos a formar ATP. Desse modo, a 
forga mecanica exercida pela haste central do rotor e diretamente convertida na energia 
quimica da ligagao fosfato no ATP. 

Funcionando como uma turbina impulsionada por protons, a ATP-sintase e impe- 
lida pelo fluxo de H + para dentro da matriz a girar a cerca de 8 mil revolugoes por minuto, 
gerando tres moleculas de ATP por volta. Desse modo, cada ATP-sintase pode produzir 
em torno de 400 moleculas de ATP por segundo. 


Turbinas impulsionadas por protons sao de origem muito antiga 

Os rotores embebidos em membranas das ATP-sintases consistem em um anel de subu¬ 
nidades c identicas (Figura 14-31). Cada subunidade c e um grampo de duas a-helices 
transmembrana que contem um sitio de ligagao a protons definido por um glutamato 
ou aspartato no meio da bicamada lipidica. A subunidade a, que e parte do estator (ver 
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Figura 14-30), forma dois canais estreitos na interface entre o rotor e o estator, cada um 
se estendendo ate metade da membrana e convergindo no sitio de ligagao a protons no 
meio da subunidade do rotor. Os protons fluem atraves dos dois meio-canais a favor do 
gradiente eletroquimico, partindo do espago da crista de volta para a matriz. Uma cadeia 
lateral carregada negativamente no sitio de ligagao captura um proton proveniente do 
espago da crista atraves do primeiro meio-canal, no momento em que ela gira e passa 
pela subunidade a. O proton ligado da entao uma volta completa no anel, onde entao se 
supoe que ele seja deslocado por uma arginina carregada positivamente na subunidade 
a, e escapa atraves de um segundo meio-canal para dentro da matriz. Portanto, o fluxo 
de protons promove a rotagao do anel do rotor contra o estator como uma turbina im- 
pulsionada por protons. 

A ATP-sintase mitocondrial e de origem muito antiga: essencialmente a mesma 
enzima e encontrada em cloroplastos de plantas e na membrana plasmatica de bacterias 
ou arqueias. A diferenga principal entre elas reside no mimero de subunidades c no anel 
do rotor. Nas mitocondrias de mamiferos, o anel possui oito subunidades. Nas mitocon¬ 
drias de levedura, o numero e de 10; nas bacterias e arqueias, esse numero varia de 11 a 
13; nos cloroplastos de plantas, existem 14; e os aneis de algumas cianobacterias contem 
15 subunidades c. 

As subunidades c no anel do rotor podem ser vistas como dentes nas engrena- 
gens de uma bicicleta. Uma engrenagem de “marcha alta" com um pequeno numero 
de dentes, e vantajosa quando o suprimento de protons e limitado, como no caso das 
mitocondrias, mas uma engrenagem de “marcha baixa" com um grande numero de 
dentes na roda, e preferivel quando o gradiente de protons e alto. Esse e o caso nos 
cloroplastos e cianobacterias, onde os protons produzidos por meio da agao da luz 
solar sao abundantes. Como cada rotagao produz tres moleculas de ATP na cabega, a 
sintese de um ATP requer cerca de tres protons nas mitocondrias, mas ate cinco nos 
organismos fotossinteticos. E o numero de subunidades c no anel que define quantos 
protons precisam passar por esse dispositivo maravilhoso para produzir cada mole- 
cula de ATP, e, desse modo, quao alta pode ser mantida uma razao ATP para ADP pela 
ATP-sintase. 

Em principio, a ATP-sintase tambem pode funcionar no sentido reverso como 
uma bomba de protons impulsionada por ATP que converte a energia do ATP de volta 



Figura 14-30 ATP-sintase. Estrutura 
tridimensional da ATP-sintase F^, de- 
terminada por cristalografia de raios X. 
Tambem conhecida como uma ATPase do 
tipo F, ela consiste em uma parte F 0 (de 
"fator sensfvel a oligomicina") na mem¬ 
brana e de uma grande cabega catalitica 
Ft na matriz. Sob condigoes de dissociagao 
leves, esse complexo separa-se nos com- 
ponentes F 0 e F 1f que podem ser isolados e 
estudados individualmente. (A) Diagrama 
do complexo enzimatico mostrando como 
sua cabega globular (verde) e mantida em 
estado estacionario enquanto o fluxo de 
protons atraves da membrana impulsiona 
o rotor ( azuf) que gira dentro dela. (B) Em 
mitocondrias de coragao bovino, o anel do 
rotor F 0 na membrana ( azul-daro) possui 
oito subunidades c. Ele se encontra preso 
a subunidade 7 da haste central ( azul- 
-escuro) pela subunidade e ( roxo ). A cabe¬ 
ga Ft catalitica consiste em um anel de tres 
subunidades a e de tres subunidades (3 
(verde-daro e verde-escuro), e ela converte 
energia mecanica diretamente em energia 
de ligagoes qumnicas no ATP, como descri- 
to no texto. A haste periferica alongada 
da haste do estator ( laranja ) e conectada 
a cabega F, pela pequena subunidade 8 
( vermelho ) em uma extremidade, e pela 
subunidade a na membrana (oval rosa ) na 
outra extremidade. (C) Sfmbolo para ATP- 
-sintase usado ao longo deste livro. 

As ATP-sintases intimamente relacio- 
nadas de mitocondrias, cloroplastos e bac¬ 
terias sintetizam ATP aproveitando a forga 
proton-motriz atraves de uma membrana. 
Isso impulsiona a rotagao do rotor contra 0 
estator em uma diregao anti-horaria, como 
visto para a cabega F v 0 mesmo comple¬ 
xo enzimatico pode tambem bombear 
protons contra os seus gradientes de con- 
centragao por meio da hidrolise de ATP, o 
que entao impulsiona a rotagao no sentido 
horario do rotor. A diregao de operagao 
depende da mudanga de energia livre If- 
quida (AG) para os processos acoplados de 
translocagao de IT atraves da membrana e 
a sintese de ATP a partir de ADP e P, (Ani- 
magao 14.5 e Animagao 14.6). 

A medida do torque que a ATP- 
-sintase pode produzir pela hidrolise de 
ATP revelou que a ATP-sintase e 60 vezes 
mais eficiente do que um motor a diesel 
de dimensoes equivalentes. (B, cortesia 
de K. Davies. Codigos PDB: 2WPD, 2CLY, 
2WSS, 2B05.) 
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em um gradiente de protons atraves da membrana. Em muitas bacterias, o rotor da ATP- 
-sintase na membrana plasmatica muda de diregao rotineiramente, do modo de sintese 
de ATP na respiragao aerobica, para o modo de hidrolise de ATP no metabolismo anae- 
robico. Nesse ultimo caso, a hidrolise do ATP serve para manter o gradiente de protons 
atraves da membrana plasmatica, que e usado para impulsionar muitas fungoes celu- 
lares essenciais incluindo o transporte de nutrientes e a rotagao do flagelo bacteriano. 
As ATPases do tipo V que acidificam certas organelas celulares sao arquiteturalmente 
similares as ATP-sintases do tipo F, mas em geral funcionam no sentido reverso (ver 
Figura 13-37). 


As cristas mitocondriais ajudam a tornar a sintese de ATP 
eficiente 


(A) 



Subunidade c 


Com o uso do microscopio eletronico, os complexos de ATP-sintase mitocondriais po- 
dem ser vistos projetando-se como pirulitos no lado da matriz das membranas das cris¬ 
tas. Estudos recentes por microscopia crioeletronica e tomografia mostraram que esse 
grande complexo nao se encontra distribuido aleatoriamente na membrana, mas forma 
longas fileiras de dimeros ao longo dos cumes das cristas (Figura 14-32). As fileiras de 
dimeros induzem ou estabilizam essas regioes de alta curvatura de membrana, que, caso 
contrario, seriam energeticamente desfavoraveis. De fato, a formagao dos dimeros de 
ATP-sintase e suas associagoes em fileiras sao necessarias para a formagao das cristas 
e tern consequencias de longo alcance para o desempenho da celula. Diferentemente 
das ATP-sintases de cloroplastos e bacterianas, que nao formam dimeros, o complexo 
mitocondrial content subunidades adicionais, localizadas sobretudo proximas a porgao 
da membrana da haste do estator. Varias dessas subunidades sao dimero-especificas. Se 
essas subunidades forem mutadas em leveduras, a ATP-sintase na membrana permane- 
ce monomerica, as mitocondrias deixam de possuir cristas, a respiragao celular cai pela 
metade, e as celulas crescem de forma mais lenta. 

Estudos de tomografia eletronica sugerem que as bombas de protons da cadeia 
respiratoria estejam localizadas nas regioes de membrana em cada um dos lados das 
fileiras de dimeros. Supoe-se que os protons bombeados para dentro do espago das cris¬ 
tas por esses complexos da cadeia respiratoria difundam-se muito rapidamente ao longo 
da superficie da membrana, com as fileiras de ATP-sintase criando um "escoadouro” de 
protons nas pontas das cristas (Figura 14-33). Estudos in vitro sugerem que a ATP-sinta¬ 
se necessita de um gradiente de protons de cerca de duas unidades de pH para produzir 
ATP na taxa requerida pela celula, independente do potencial de membrana. O gradien¬ 
te de H + atraves da membrana mitocondrial interna e de somente 0,5 a 0,6 unidade de 
pH. As cristas parecem, portanto, funcionar como armadilhas de protons, que possibili- 
tam que a ATP-sintase faga um uso eficiente dos protons bombeados para fora da matriz 
mitocondrial. Como veremos na proxima segao, esse arranjo elaborado de complexos de 
protemas de membrana esta ausente em cloroplastos, onde o gradiente de H + e muito 
maior. 

Protefnas transportadoras especiais trocam ATP e ADP atraves da 
membrana interna 

Como todas as membranas biologicas, a membrana mitocondrial interna contem nu- 
merosas proteinas transportadoras especificas que possibilitam a passagem de deter- 
minadas substancias atraves dessa membrana. Uma das mais abundantes nessa mem- 

Figura 14-31 Aneis do rotor da ATP-sintase F 0 . (A) Imagem de microscopia de forga 
atomica de rotores de ATP-sintase da cianobacteria Synechococcus elongatus em uma bi- 
camada lipidica. Enquanto 8 subunidades c formam o rotor na Figura 14-30, existem 13 
subunidades c neste anel. (B) A estrutura de raios X do anel F 0 da ATP-sintase de Spirulina 
platensis, outra cianobacteria, mostra que esse rotor possui 15 subunidades c. Em todas 
as ATP-sintases, as subunidades c sao grampos de duas a-helices transmembrana (uma 
subunidade esta destacada em cinza). As helices sao altamente hidrofobicas, exceto por 
duas cadeias laterais de glutamina e glutamato ( amarelo ) que criam sitios de ligagao a 
protons na membrana. (A, cortesia de Thomas Meier e Denys Pogoryelov; B, Codigo PDB: 

2WIE.) 
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brana e a protema carreadora de ADP/ATP (Figura 14-34). Esse carreador langa o ATP 
produzido na matriz atraves da membrana interna para o espago intermembranas, a 
partir do qual ele se difunde ao longo da membrana mitocondrial externa para o ci- 
tosol. Em troca, o ADP passa do citosol para a matriz para ser reciclado em ATP. ATP 4 
possui uma carga negativa a mais do que ADP 3 , e a troca de ATP por ADP e impulsio- 
nada pelo gradiente eletroquimico atraves da membrana mitocondrial interna, de tal 
forma que o ATP, que e mais carregado negativamente, e langado para fora da matriz, 
e o ADP, menos carregado negativamente, e langado para dentro. O carreador de ADP/ 
ATP e apenas um membro de uma familia de carreadores mitocondriais : a membrana 
mitocondrial interna contem cerca de 20 proteinas carreadoras relacionadas que tro- 
cam varios outros metabolitos, incluindo o fosfato que e necessario junto com o ADP 
para a smtese de ATP. 

Em algumas celulas adiposas especializadas, a respiragao mitocondrial e desa- 
coplada da smtese de ATP por proteinas desacopladoras, outro membro da familia de 
carreadores mitocondriais. Nessas celulas, conhecidas como celulas adiposas marrons, 
a maior parte da energia de oxidagao e dissipada preferencialmente na forma de calor 
e nao pela conversao em ATP. Nas membranas internas das grandes mitocondrias en- 
contradas nessas celulas, a protema desacopladora possibilita que os protons se movam 
ladeira abaixo do gradiente eletroquimico sem passar pela ATP-sintase. Esse processo 
e ativado quando a geragao de calor e necessaria, levando as celulas a oxidarem suas 
reservas lipidicas a uma taxa rapida e produzirem calor em vez de ATP. Os tecidos que 
contem a gordura marrom servem, portanto, como "blocos de aquecimento” capazes de 
reanimar animais em hibernagao e proteger do frio os humanos recem-nascidos. 


Figura 14-32 Dimeros da ATP-sintase 
mitocondrial nas membranas das cris¬ 
tas. (A) Um mapa tridimensional de uma 
pequena mitocondria obtido portomo- 
grafia com microscopia eletronica mostra 
que as ATP-sintases formam longas fileiras 
pareadas ao longo das pontas das cristas. 

A membrana externa esta representada 
em cinza ; a membrana interna e as mem¬ 
branas das cristas foram coloridas em azul- 
-daro. Cada cabega de uma ATP-sintase se 
encontra indicada por uma esfera amarela. 
(B) Um mapa tridimensional de um dime- 
ro de uma ATP-sintase mitocondrial na 
membrana da crista obtido pela media de 
subtomogramas, com o ajuste de estru- 
turas de raios X (Animagao 14.7). (A, de 
K. Davies et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 
108:14121-14126, 2011. Com permissao 
da National Academy of Sciences; B, de 
K. Davies et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 
109:13602-13607, 2012. Com permissao 
da National Academy of Sciences.) 


Mecanismos quimiosmoticos surgiram primeiro nas bacterias 

As bacterias utilizam fontes bastante variadas de energia. Algumas, assim como as celu¬ 
las animais, sao aerobicas e sintetizam ATP a partir dos agucares que oxidam a C0 2 e a 


CITOSOL pH 7,4 Membrana 



ATP-sintase 


Figura 14-33 Dimeros de ATP-sintase 
nas pontas das cristas e a produgao de 
ATP. Nas pontas das cristas, as ATP-sinta¬ 
ses ( amarelo ) formam um escoadouro para 
os protons ( vermelho). As bombas de pro¬ 
tons da cadeia transportadora de eletrons 
(verde) estao localizadas nas regioes de 
membrana em cada lado da crista. Como 
ilustrado, os protons tendem a se difundir 
ao longo da membrana, partindo de sua 
fonte para os escoadouros de protons cria- 
dos pela ATP-sintase. Isso possibilita uma 
produgao eficiente de ATP, a despeito do 
pequeno gradiente de H + existente entre 
o citosol e a matriz. Setas vermelhas mos- 
tram a diregao do fluxo dos protons. 
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Figura 14-34 A protema carreadora de A DP/ATP. (A) A proteina carreadora de A DP/ATP e uma pequena pro- 
teina de membrana que carreia o ATP produzido no lado da matriz da membrana interna para o espago inter- 
membrana, e o ADP que e necessario para a sintese de ATP para dentro da matriz. (B) No carreador de AD P/ATP, 
seis a-helices transmembrana definem uma cavidade que liga ADP ou ATP Nesta estrutura de raios X, o substra¬ 
ta e substituido por urn inibidor firmemente ligado ( colorido ). Quando o ADP se liga a partir do lado externo da 
membrana interna, ele dispara uma mudanga conformacional que resulta na sua liberagao dentro da matriz. Em 
contrapartida, uma molecula de ATP liga-se rapidamente no lado da matriz do carreador e e transportada para o 
espago intermembrana. A partir dai o ATP se difunde atraves da membrana mitocondrial externa para o citoplas- 
ma, onde ele impulsiona processos que requerem energia dentro da celula. (B, Codigo PDB: 10KC.) 


H 2 0 pela glicolise e pelo ciclo do acido citrico, por meio de uma cadeia respiratoria nas 
suas membranas plasmaticas, semelhante aquela da membrana mitocondrial interna. 
Outras sao anaerobicas estritas, derivando a sua energia somente pela glicolise (por fer- 
mentagao, ver Figura 2-47) ou, adicionalmente, a partir de uma cadeia transportadora de 
eletrons que emprega outra molecula que nao o oxigenio como aceptor final de eletrons. 
O aceptor alternativo de eletrons pode ser um composto nitrogenado (nitrato ou nitrito), 
um composto sulfurado (sulfato ou sulfito), ou um composto carbonado (fumarato ou 
carbonato), por exemplo. Os eletrons sao transferidos para esses aceptores por uma serie 
de carreadores de eletrons da membrana plasmatica que sao comparaveis aqueles das 
cadeias respiratorias mitocondriais. 

Apesar dessa diversidade, a membrana plasmatica da vasta maioria das bacterias 
contem uma ATP-sintase muito semelhante aquela presente em mitocondrias (e em clo- 
roplastos). Em bacterias que utilizam uma cadeia transportadora de eletrons para cap- 
tar energia, o transporte de eletrons bombeia H + para fora da celula e estabelece, em 
consequencia, uma forga proton-motriz que direciona a ATP-sintase para a realizagao 
de ATP. Em outras bacterias, a ATP-sintase trabalha reversamente, utilizando o ATP pro¬ 
duzido pela glicolise para bombear H + e estabelecer um gradiente de protons atraves da 
membrana plasmatica. 

As bacterias, incluindo os anaerobios estritos, mantem um gradiente de protons 
atraves das suas membranas plasmaticas que e aproveitado para impulsionar muitos 
outros processos. Ele pode ser usado para fornecer energia para um motor flagelar, por 
exemplo (Figura 14-35). Esse gradiente e aproveitado para bombear Na + para fora da 
bacteria por meio de um antiporte Na + -H + que assume a fungao da bomba Na + -K + das 
celulas eucarioticas. Esse gradiente tambem e usado para o transporte ativo de nutrien- 
tes para dentro da bacteria, tal como a maioria dos aminoacidos e muitos agucares: cada 
nutriente e absorvido pela celula junto com um ou mais H + por meio de um carreador 
(simporte) especifico (Figura 14-36; ver tambem Capitulo 11). Nas celulas animais, em 
contrapartida, a maior parte do transporte ativo para dentro da celula, atraves da mem¬ 
brana plasmatica, e impulsionada pelo gradiente de Na + (alta concentragao de Na + ex- 
tracelular, baixa concentragao intracelular) que e estabelecido pela bomba Na + -K + (ver 
Figura 11-15). 

Algumas bacterias incomuns adaptaram-se para viver em ambientes muito al- 
calinos e, no entanto, devem manter seus citoplasmas em um pH fisiologico. Para es- 
sas celulas, qualquer tentativa de gerar um gradiente eletroquimico de H + receberia a 
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Figura 14-35 A rotagao do flagelo bac- 
teriano promovida pelo fluxo de H + . 0 

flagelo esta ligado a uma serie de aneis 
proteicos ( rosa ), os quais estao embebidos 
nas membranas externa e interna e giram 
com o flagelo. A rotagao e promovida 
por urn fluxo de protons atraves de urn 
anel externo de proteinas (o estator) por 
mecanismos semelhantes aqueles utiliza- 
dos pela ATP-sintase. Todavia, o fluxo de 
protons no motor flagelar e sempre em 
diregao ao citosol, tanto durante a rotagao 
em sentido horario quanto em sentido 
anti-horario, enquanto na ATP-sintase esse 
fluxo reverte com a diregao de rotagao 
(Animagao 14.8). 


oposigao de um alto gradiente de concentragao de H + na diregao inversa (H + em maior 
abundancia dentro do que fora). Presumivelmente por essa razao, algumas dessas bac¬ 
terias substituem H + por Na + em todos os seus mecanismos quimiosmoticos. A cadeia 
respiratoria bombeia Na + para fora da celula, os sistemas de transporte e o motor fla¬ 
gelar sao dirigidos por um fluxo de Na + para dentro, e uma ATP-sintase direcionada por 
Na + sintetiza ATP. A existencia de tais tipos de bacterias demonstra um ponto critico: o 
principio da quimiosmose e mais fundamental do que a forga proton-motriz na qual ela 
normalmente esta embasada. 

Como discutiremos a seguir, uma ATP-sintase acoplada a processos quimiosmoti¬ 
cos e tambem uma caracteristica central das plantas, onde ela desempenha papeis criti- 
cos nas mitocondrias e nos cloroplastos. 

Resumo 

A grande quantidade de energia livre liberada quando H* flui de volta para dentro da 
matriz a partir das cristas fornece a base para a produgao de ATP no lado da matriz das 
membranas das cristas mitocondriais por uma maquina proteica notavel - a ATP-sintase. 
A ATP-sintase funciona com uma turbina em miniatura, e ela e um dispositivo reversivel 
que pode acoplar o fluxo de protons a smtese ou a hidrolise de ATP. O gradiente eletro- 
quimico transmembrana que impulsiona a produgao de ATP nas mitocondrias tambem 
impulsiona o transporte ativo de metabolitos selecionados atraves da membrana mito- 
condrial interna, incluindo uma troca de ADP por ATP eficiente entre a mitocondria e 
o citosol que mantem a reserva de ATP celular muito alta. A alta concentragao de ATP 
celular resultante torna a diferenga de energia livre para a hidrolise do ATP extremamente 
favoravel, possibilitando que essa reagao de hidrolise impulsione um numero muito gran¬ 
de de processos que requerem energia no interior da celula. A presenga universal da ATP- 
sintase em bacterias ; mitocondrias e cloroplastos comprova a importancia central dos 
mecanismos quimiosmoticos nas celulas. 


(A) CONDigOES AEROBICAS 


Cadeia respiratoria ATP-sintase 




Figura 14-36 A importancia do transporte dirigido por IT em bacterias. Uma forga 
proton-motriz gerada atraves da membrana plasmatica bombeia nutrientes para dentro 
da celula e expele Na + . (A) Em uma bacteria aerobica, uma cadeia respiratoria alimentada 
pela oxidagao dos substratos produz um gradiente eletroqufmico de protons atraves da 
membrana plasmatica. Esse gradiente e entao aproveitado para sintetizar ATP, assim como 
para transportar nutrientes (prolina, succinato, lactose e lisina) para dentro da celula e 
para bombear Na + para fora da celula. (B) Quando a mesma bacteria cresce sob condigoes 
anaerobicas, ela obtem o seu ATP da glicolise. Como indicado, a ATP-sintase na membra¬ 
na plasmatica entao hidrolisa parte desse ATP para estabelecer um gradiente eletroqui- 
mico de protons que impulsiona os mesmos processos de transporte que dependem do 
bombeamento de protons resultante da cadeia respiratoria, como mostrado em (A). 
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CLOROPLASTOS E FOTOSSINTESE 

Todos os animais e a maioria dos microrganismos dependem da captagao contmua de 
grandes quantidades de compostos organicos do ambiente. Esses compostos fornecem 
unidades fundamentals ricas em carbono para a biossmtese e a energia metabolica para 
a vida. E provavel que os primeiros organismos na Terra primitiva tenham tido acesso a 
uma abundancia de compostos organicos produzidos por processos geoquimicos, mas 
esta claro que esses compostos foram usados bilhoes de anos atras. Desde entao, pratica- 
mente todos os materials organicos necessarios pelas celulas vivas tern sido produzidos 
por organismos fotossintetizantes, incluindo plantas e bacterias fotossinteticas. O cerne 
da maquinaria que impulsiona toda a fotossmtese parece ter evoluido ha mais de 3 bi¬ 
lhoes de anos nos ancestrais das bacterias atuais; no presente, ela fornece o principal 
mecanismo de armazenamento de energia solar na Terra. 

As bacterias fotossintetizantes mais avangadas sao as cianobacterias, que possuem 
minimas necessidades nutricionais. Elas utilizam os eletrons da agua e a energia da luz 
solar para converter o C0 2 atmosferico em compostos organicos - um processo chamado 
d efixagao de carbono. No curso da reagao global nH 2 0 + nC0 2 —> (luz) (CH 2 0) n + nO v 
elas tambem liberam na atmosfera o oxigenio molecular que entao impulsiona a fosfo- 
rilagao oxidativa. Desse modo, supoe-se que a evolugao das cianobacterias a partir de 
bacterias fotossintetizantes mais primitivas acabou tornando possivel o desenvolvimen- 
to de muitas formas de vida aerobicas diferentes que povoam a Terra nos dias de hoje. 

Os cloroplastos assemelham-se as mitocondrias, mas possuem 
um compartimento tilacoide separado 

As plantas (incluindo as algas) se desenvolveram muito depois das cianobacterias, e sua 
fotossmtese ocorre em uma organela intracelular especializada - o cloroplasto (Figura 
14-37). Os cloroplastos realizam as suas interconversoes energeticas por mecanismos 
quimiosmoticos de maneira muito semelhante aquela utilizada pelas mitocondrias. Em- 
bora muito maiores do que as mitocondrias, eles sao organizados conforme os mesmos 
principios. Sao dotados de uma membrana externa altamente permeavel, uma mem- 
brana interna muito menos permeavel, na qual protemas de membrana transportado- 
ras estao embebidas, e um espago intermembranas muito estreito. Juntas, essas duas 
membranas formam o envelope do cloroplasto (Figura 14-37D). A membrana interna 
do cloroplasto cerca um grande espago denominado estroma, que e analogo a matriz 
mitocondrial. O estroma contem muitas enzimas metabolicas e, do mesmo modo que a 
matriz mitocondrial, e o local onde o ATP e sintetizado pela cabega de uma ATP-sintase. 
De forma semelhante a mitocondria, o cloroplasto possui seu proprio genoma e sistema 
genetico. O estroma, portanto, tambem contem um conjunto especial de ribossomos, de 
RNAs e o DNA cloroplastidico. 

Uma diferenga importante entre a organizagao das mitocondrias e dos cloroplas¬ 
tos e destacada na Figura 14-38. A membrana interna dos cloroplastos nao e enovelada 
em cristas e nao contem cadeias transportadoras de eletrons. Em vez disso, as cadeias 
transportadoras de eletrons, os sistemas fotossintetizantes que absorvem luz e uma ATP- 
-sintase estao contidos na membrana tilacoide, uma membrana separada e distinta 
que forma um conjunto de sacos achatados, os tilacoides. A membrana dos tilacoides 
e altamente enovelada em numerosas pilhas locais de vesiculas achatadas denomina- 
das grana, interconectada por tilacoides que nao se encontram empilhados. O lumen de 
cada tilacoide e conectado com o lumen de outros tilacoides, definindo desse modo um 
terceiro compartimento interno denominado espago tilacoide. Esse espago representa 
um compartimento separado em cada cloroplasto que nao e conectado ao espago inter- 
membrana e tampouco ao estroma. 

Os cloroplastos capturam energia da luz solar e a utilizam para 
fixar carbono 

Podemos agrupar as reagoes que ocorrem durante a fotossmtese nos cloroplastos em 
duas grandes categorias: 
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1. As reagoes de transference de eletrons fotossinteticas (tambem denominadas 
“reagoes da fase clara”) ocorrem em dois grandes complexos proteicos, denomina- 
dos centros de reagao, embebidos na membrana tilacoide. Um foton (um quantum 
de luz) abstrai um eletron da molecula de pigmento verde clorofila no primeiro 
centro de reagao, criando um ion de clorofila positivamente carregado. Esse ele¬ 
tron move-se entao ao longo da cadeia transportadora de eletrons e atraves de um 
segundo centro de reagao de modo muito similar a um eletron que se move ao 
longo da cadeia respiratoria nas mitocondrias. Durante o processo de transporte 
de eletrons, o H + e bombeado atraves da membrana tilacoide, e o gradiente eletro- 
quimico de protons resultante direciona a smtese de ATP no estroma. Como etapa 
final nessa serie de reagoes, eletrons sao adicionados (junto com H + ) no NADP + , 
convertendo-o na molecula de NADPH rica em energia. Como a clorofila posi¬ 
tivamente carregada no primeiro centro de reagao rapidamente readquire seus 
eletrons da agua (H 2 0), o gas 0 2 e produzido como um subproduto. Todas essas 
reagoes estao confinadas ao cloroplasto. 

2. As reagoes de fixagao de carbono nao requerem luz solar. O ATP e NADPH gera- 
dos pelas reagoes da fase clara servem como fonte de energia e poder redutor, res- 
pectivamente, para impulsionar a conversao de C0 2 a carboidrato. Essas reagoes 
de fixagao de carbono iniciam-se no estroma do cloroplasto, onde geram o agucar 
de tres carbonos gliceraldeido-3-fosfato. Esse agucar simples e exportado para o ci- 
tosol, onde e usado para produzir sacarose e muitos outros metabolitos organicos 
nas folhas da planta. A sacarose e entao exportada para atender as necessidades 
metabolicas dos tecidos vegetais nao fotossintetizantes, servindo como uma fonte 
de carbono e energia para o crescimento. 


Figura 14-37 Cloroplastos na celula. 

(A) Corte transversal da folha de uma 
planta verde. (B) Microscopia optica de 
uma celula da folha de uma planta - aqui, 
uma celula mesofilica d e Zinnia elegans- 
mostra os cloroplastos como corpos verdes 
brilhantes, medindo varios micrometros 
de lado a lado, no interior de uma celula 
transparente. (C) Eletromicrografia de 
um corte fino e corado de uma celula de 
folha de trigo mostra uma margem fina 
de citoplasma, contendo cloroplastos, 
o nucleo e mitocondrias - cercando um 
grande vacuolo preenchido de agua. (D) 
Em maior magnificagao, a microscopia ele- 
tronica revela a membrana do envelope do 
cloroplasto e a membrana tilacoide dentro 
do cloroplasto que e altamente enovelado 
em pilhas de grana (Animagao 14.9). 

(B, cortesia de John Innes Foundation; C e 
D, cortesia de K. Plaskitt.) 



Figura 14-38 Comparagao entre uma 
mitocdndria e um cloroplasto. Os clo¬ 
roplastos costumam ser maiores do que 
as mitocondrias. Alem das membranas in¬ 
terna e externa do envelope, eles contem 
a membrana tilacoide com o seu espago 
tilacoide interno. A membrana tilacoide 
do cloroplasto, que e o sitio de conver¬ 
sao de energia solar em plantas e algas, 
corresponde as cristas mitocondriais, que 
sao os sftios de conversao de energia 
pela respiragao celular. Diferentemente 
da membrana das cristas, que e continua 
com a membrana mitocondrial interna nas 
jungoes das cristas, a membrana tilacoide 
nao esta conectada a membrana interna 
do cloroplasto em nenhum ponto. 
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Figura 14-39 Um resumo do metabo- 
lismo de conversao de energia nos 
cloroplastos. Os cloroplastos requerem 
somente agua e dioxido de carbono como 
substratos para suas reagoes de fotossm- 
tese estimuladas pela luz, e eles produzem 
os nutrientes para a maioria dos outros 
organismos do planeta. Cada reagao de 
oxidagao de duas moleculas de agua por 
um centra de reagao fotoqumnica na mem- 
brana tilacoide produz uma molecula de 
oxigenio, que e liberada na atmosfera. Ao 
mesmo tempo, protons sao concentrados 
no interior dos tilacoides. Esses protons 
criam um grande gradiente eletroqumnico 
atraves da membrana tilacoide, que e 
usado pela ATP-sintase do cloroplasto para 
produzir ATP a partir de ADP e fosfato. Os 
eletrons subtraidos da agua sao transfe- 
ridos para um segundo tipo de centra de 
reagao fotoquimica para produzir NADPH 
a partir de NADP + . Como indicado, o 
NADPH e o ATP sao usados no c/'c/o de 
fixagao de carbono para reduzir dioxido 
de carbono, produzindo desse modo os 
precursores para agucares, aminoacidos 
e acidos graxos. 0 C0 2 que e capturado 
da atmosfera nesse processo e a fonte de 
atomos de carbono para a maioria das 
moleculas organicas da Terra. 

Em uma celula vegetal, varios 
metabolitos produzidos no cloroplasto 
sao exportados para o citoplasma para 
biossinteses. Parte do agucar produzido 
e armazenada na forma de granulos de 
amido no cloroplasto, mas o restante e 
transportado atraves da planta como saca- 
rose ou convertido a amido em tecidos de 
armazenamento especiais. Esses tecidos de 
armazenamento representam a principal 
fonte de alimento dos animais. 


Portanto, a formagao de ATP, NADPH e 0 2 (que requerem diretamente energia lu- 
minosa) e a conversao de C0 2 a carboidrato (que requer energia luminosa apenas de 
modo indireto) sao processos separados (Figura 14-39). Entretanto, eles se encontram 
associados por mecanismos de retroalimentagao elaborados que possibilitam a uma 
planta produzir agucares somente quando e apropriado faze-lo. Varias das enzimas clo- 
roplastidicas necessarias a fixagao do carbono, por exemplo, sao inativadas no escuro e 
reativadas por processos de transporte de eletrons estimulados pela luz. 

A fixagao de carbono usa ATP e NADPH para converter C0 2 em 
agucares 

Vimos antes, neste capitulo, como as celulas animais produzem ATP utilizando uma 
grande quantidade de energia livre que e liberada quando os carboidratos sao oxidados 
a C0 2 e H 2 0. A reagao reversa, na qual as plantas produzem carboidrato a partir de C0 2 e 
H 2 0, ocorre no estroma dos cloroplastos. As grandes quantidades de ATP e NADPH pro- 
duzidas pelas reagoes de transference de eletrons fotossinteticas sao necessarias para 
impulsionar essa reagao energeticamente desfavoravel. 

A Figura 14-40 ilustra a reagao central de fixagao de carbono, na qual um atomo 
de carbono inorganico e convertido em carbono organico: C0 2 atmosferico combina-se 
com o composto de 5 carbonos ribulose 1,5-bifosfato e agua para produzir duas mo¬ 
leculas do composto de tres carbonos 3-fosfoglicerato. Essa reagao de carboxilagao e 
catalisada no estroma do cloroplasto por uma grande enzima denominada ribulose bis- 
fosfato carboxilase, ou Rubisco. Como a reagao e muito lenta (cada molecula de Rubisco 
converte somente cerca de tres moleculas de substrato por segundo, em comparagaoo 
com mil moleculas por segundo para uma enzima tipica), e necessario um numero inco- 
mumente grande de moleculas da enzima. A Rubisco costuma corresponder a mais de 
50% da massa proteica do cloroplasto, e supoe-se que seja a protema mais abundante da 
Terra. Em um contexto global, a Rubisco tambem mantem em um baixo nivel o gas C0 2 , 
responsavel pelo efeito estufa. 

Ainda que a produgao de carboidratos a partir de C0 2 e H 2 0 seja energeticamente 
desfavoravel, a fixagao do C0 2 catalisada pela Rubisco e uma reagao energeticamente fa- 
voravel. A fixagao de carbono e energeticamente favoravel porque um suprimento conti- 
nuo de ribulose 1,5-bisfosfato rico em energia e introduzido no processo. Esse composto 
e consumido pela adigao de C0 2 , devendo ser restabelecido. A energia e o poder redutor 
necessarios para regenerar ribulose 1,5-bisfosfato devem vir do ATP e NADPH produzi¬ 
dos pelas reagoes de fase clara fotossinteticas. 
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Figura 14-40 Reagao inicial de fixagao 
do carbono. Esta reagao de carboxilagao 
possibilita que uma molecula de dioxido 
de carbono e uma de agua sejam incorpo- 
radas em moleculas carbonadas organicas. 
Ela e catalisada no estroma do cloroplasto 
pela enzima abundante ribulose bisfosfato 
carboxilase, ou Rubisco. Como indicado, 
sao produzidas duas moleculas de 3-fos- 
foglicerato. 
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A serie elaborada de reagoes nas quais C0 2 combina-se com ribulose 1,5-bisfosfato 
para produzir um agucar simples - uma porgao do qual e usado para regenerar ribulose 
1,5-bisfosfato - forma um ciclo, denominado ciclo defixagao do carbono ou ciclo de Cal¬ 
vin (Figura 14-41). Esse ciclo foi uma das primeiras vias metabolicas a serem elucidadas 
por meio do uso de radioisotopos como tragadores na bioquimica. Como indicado, cada 
volta no ciclo converte seis moleculas de 3-fosfoglicerato em tres moleculas de ribulo¬ 
se 1,5-bisfosfato e uma molecula de gliceraldeido 3-fosfato. O gliceraldeido-3-fosfato, o 
agucar de tres carbonos produzido pelo ciclo, fornece entao o material de partida para 
a smtese de muitos outros agucares e para todas as outras moleculas organicas que for- 
mam a planta. 

Agucares gerados pela fixagao de carbono podem ser 
armazenados como amido ou consumidos para produzir ATP 

O gliceraldeido-3-fosfato gerado pela fixagao de carbono no estroma do cloroplasto pode 
ser usado de algumas formas, dependendo das necessidades do vegetal. Durante os pe- 
riodos de excesso de atividade fotossintetizante, muito deste e retido no estroma do clo¬ 
roplasto e convertido em amido. Como o glicogenio nas celulas animais, o amido e um 
polimero grande de glicose que serve como uma reserva de carboidratos e e armazenado 
em grandes granulos no estroma do cloroplasto. O amido forma uma parte importante 
da dieta de todos os animais que se alimentam de vegetais. Outras moleculas de gliceral- 
deido-3-fosfato sao convertidas em gordura no estroma. Esse material, que se acumula 
como goticulas de gordura, serve, da mesma forma, como uma reserva de energia. A noi- 
te, o amido e a gordura armazenados podem ser quebrados a agucares e acidos graxos, 
que sao exportados para o citosol para dar suporte as necessidades metabolicas da plan¬ 
ta. Parte do agucar exportado entra na via glicolitica (ver Figura 2-46), onde e convertido 
em piruvato. Tanto esse piruvato como os acidos graxos podem entrar na mitocondria 
da celula vegetal e alimentar o ciclo do acido citrico, levando, finalmente, a produgao 
de grandes quantidades de ATP pela fosforilagao oxidativa (Figura 14-42). As plantas 
utilizam este ATP da mesma forma que as celulas animais e outros organismos nao fotos- 
sintetizantes o utilizam, para fornecer energia a uma variedade de reagoes metabolicas. 

O gliceraldeido-3-fosfato exportado dos cloroplastos para dentro do citosol tam- 
bem pode ser convertido em muitos outros metabolitos, incluindo o dissacarideo saca- 
rose. A sacarose e a principal forma na qual o agucar e transportado entre as celulas de 
uma planta: a sacarose e exportada das folhas para fornecer carboidratos para o resto da 
planta, justamente como a glicose e transportada no sangue dos animais. 

As membranas tilacoides dos cloroplastos contem os complexos 
proteicos necessarios para a fotossfntese e a geragao de ATP 

Precisamos agora explicar como as grandes quantidades de ATP e NADPH necessa- 
rias para a fixagao do carbono sao geradas nos cloroplastos. Os cloroplastos sao muito 
maiores e menos dinamicos do que as mitocondrias, mas eles se valem da conversao da 
energia quimiosmotica quase da mesma forma. Como vimos na Figura 14-38, os cloro¬ 
plastos e as mitocondrias sao organizados sob os mesmos principios, embora o cloro- 
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Figura 14-41 O cido de fixagao do 
carbono. Esta via metabolica central 
possibilita que moleculas organicas sejam 
produzidas a partir de C0 2 e H 2 0. Na 
primeira etapa do ciclo (carboxilagao), o 
C0 2 e adicionado a ribulose 1,5-bifosfa- 
to, como mostrado na Figura 14-40. Na 
segunda etapa (redugao), ATP e NADPH 
sao consumidos para produzir moleculas 
de gliceraldeido-3-fosfato. Na etapa final 
(regeneragao), parte do gliceraldeido 
3-fosfato produzido e usado para regene- 
rar ribulose 1,5-bifosfato. A outra parte e 
convertida em amido e gordura no estro- 
ma do cloroplasto ou transportada para 
fora do cloroplasto, indo para o citosol. 

0 numero de atomos de carbono para 
cada tipo de molecula esta indicado em 
amarelo. Ha muitos intermediaries entre 
o gliceraldeido-3-fosfato e a ribulose-5- 
-fosfato, mas eles foram omitidos aqui 
para maior clareza. A entrada de agua no 
ciclo tambem nao esta mostrada (porem, 
ver Figura 14-40). 


3 x C0 2 
1C 

| Rubisco 


CARBOXILAgAO 



6 x 3-fosfoglicerato 
3C 


CICLO DE FIXAgAO 
DO CARBONO (CICLO DE CALVIN) 

RESULTADO LIQUIDO: 

Para cada 3 moleculas de C0 2 
que entram no ciclo, 1 molecula 
de gliceraldeido 3-fosfato e 
produzida e 9 moleculas de 
ATP + 6 moleculas de NADPH 
sao consumidas 



6 x 1,3-bifosfoglicerato 
3C 


5 x gliceraldeido 
3-fosfato 


3C 


6 x gliceraldeido- 
3-fosfato 
3C 



1 


~r 


REGENERAgAO 


1 MOLECULA DE 
GLICERALDEIDO- 
3-FOSFATO DEIXA O CICLO 


H — C =0 
I 

H— C— OH 


I 

CH, 


-o—0 


Agucares, gorduras, 
aminoacidos 


GI icera ldeido-3-fosfato 


plasto contenha um sistema de membrana tilacoide separado no qual seus mecanismos 
quimiosmoticos ocorrem. As membranas tilacoides contem dois grandes complexos 
proteicos de membrana, chamados fotossistemas, que dotam as plantas e os outros or- 
ganismos fotossintetizantes da habilidade de capturar e converter a energia solar para 
seu proprio uso. Dois outros complexos proteicos na membrana tilacoide que trabalham 
junto com os fotossistemas na fotofosforilagao - geragao de ATP com luz solar - possuem 
equivalentes mitocondriais. Estes sao o complexo citocromo b 6 -f contendo heme, que, 
tanto funcional como estruturalmente, parece com a citocromo c redutase na cadeia res- 
piratoria; e a ATP-sintase do cloroplasto, que se parece muito com a ATP-sintase mito- 
condrial e funciona da mesma forma. 

Complexos clorofila-proteina podem transferir energia excitatoria 
ou eletrons 

Os fotossistemas da membrana tilacoide sao arranjos multiproteicos de uma complexi- 
dade comparavel a dos complexos de protemas da cadeia transportadora eletrons das 
mitocondrias. Eles contem grandes numeros de moleculas de clorofila especificamente 
ligadas, alem de cofatores que serao familiares por nossa discussao sobre as mitocon¬ 
drias (heme, agrupamentos ferro-enxofre e quinonas). A clorofila, o pigmento verde dos 
organismos fotossintetizantes, possui uma longa cauda hidrofobica que a faz comportar- 
-se como um lipideo, mais um anel porfirinico que tern um atomo de Mg central e um ex- 
tenso sistema de eletrons deslocalizados em ligagoes duplas conjugadas (Figura 14-43). 
Quando uma molecula de clorofila absorve um quantum de luz solar (um foton), a ener¬ 
gia do foton provoca o movimento de um destes eletrons de um orbital molecular de 
baixa energia para outro orbital de maior energia. 

O eletron excitado de uma molecula de clorofila tende a retornar rapidamente ao 
seu estado basal, o que pode ocorrer de uma de tres formas: 

1. Pela conversao da energia extra em calor (movimento molecular) ou em alguma 
combinagao de calor e luz a um comprimento de onda maior (fluorescencia); isso 
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Figura 14-42 Como os cloroplastos e as mitocondrias colaboram para suprir as celulas com metabolitos e ATP. (A) A mem- 
brana interna do cloroplasto e impermeavel ao ATP e ao NADH que sao produzidos no estroma durante as reagoes da fase clara da 
fotossfntese. Estas moleculas sao, portanto, canalizadas para dentro do ciclo da fixagao de carbono, onde sao utilizadas para a produgao 
de agucares. Os agucares resultantes e os seus metabolitos sao tanto armazenados dentro dos cloroplastos - na forma de amido ou gor- 
dura - como exportados para o resto da celula vegetal. La eles podem entrar na via geradora de energia que termina na sfntese de ATP 
ligada a fosforilagao oxidativa dentro da mitocondria. Diferente do cloroplasto, as membranas mitocondriais contem urn transportador 
especffico que as torna permeaveis ao ATP (ver Figura 14-34). Note que o 0 2 liberado para a atmosfera pela fotossfntese nos cloroplastos 
e utilizado para a fosforilagao oxidativa na mitocondria; semelhantemente, o C0 2 liberado pelo ciclo do acido cftrico na mitocondria e 
utilizado para a fixagao do carbono nos cloroplastos. (B) Em uma folha, as mitocondrias ( vermelho ) tendem a se agrupar proximas aos 
cloroplastos ( verde ), como visto nesta micrografia optica (B, cortesia de Olivier Grandjean.) 


e o que costuma acontecer quando a luz e absorvida por uma molecula de clorofila 
isolada em solugao. 

2. Pela transferencia da energia - mas nao do eletron - diretamente a uma mole¬ 
cula de clorofila vizinha por um processo chamado de transferencia de energia 
ressonante. 

3. Pela transferencia do eletron excitado com sua carga negativa para outra molecula 
proxima, um aceptor de eletrons , depois do que a clorofila carregada positivamente 
retorna ao seu estado original pela captagao de um eletron de alguma outra mole¬ 
cula, um doador de eletrons. 

Os ultimos dois mecanismos ocorrem quando as clorofilas estao ligadas a pro- 
temas em um complexo clorofila-protema. A protema coordena o atomo de Mg cen¬ 
tral na porfirina da clorofila, mais frequentemente por meio de uma cadeia lateral 
de histidina localizada no interior hidrofobico da membrana, levando cada uma das 
clorofilas em um complexo com protema a ser deixada a distancias e orientagoes de- 
finidas com exatidao. O fluxo da energia de excitagao ou de eletrons, entao, depende 
tanto do arranjo espacial preciso quanto do ambiente proteico local das clorofilas 
ligadas a proteinas. 

Quando excitadas por um foton, a maioria das clorofilas ligadas a protema sim- 
plesmente transmitem a energia absorvida a outra clorofila proxima pelo processo de 
transferencia de energia ressonante. Entretanto, em algumas clorofilas especialmente 
posicionadas, a diferenga de energia entre o estado basal e o estado excitado e justamen- 
te a necessaria para que o foton desencadeie uma reagao quimica induzida pela luz. O 
estado especial de tais moleculas de clorofila deriva de sua interagao estreita com uma 
segunda molecula de clorofila no mesmo complexo clorofila-protema. Juntas, essas duas 
clorofilas formam um par especial. 

O processo de transferencia fotossintetica de eletrons comega quando um foton 
com energia adequada ioniza uma molecula de clorofila de tal par especial, dissocian- 
do-o em um eletron e um ion de clorofila carregado positivamente. O eletron energiza- 
do e passado rapidamente para uma quinona no mesmo complexo proteico, evitando 
sua reassociagao improdutiva com o ion de clorofila. Essa transferencia de um eletron 
de uma clorofila para um carreador de eletrons movel induzida pela luz e a etapa central 


Figura 14-43 Estrutura da clorofila. Um atomo de magnesio e mantido por um anel 
porfirfnico, que esta relacionado ao anel porfirfnico que se liga ao ferro no grupo heme 
(ver Figura 14-15). Os eletrons estao deslocalizados nas ligagoes sombreadas em azul. 
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Figura 14-44 Esquema geral para a 
etapa de separagao de carga no centro 
de reagao fotossintetica. No centro de 
reagao, a energia luminosa e aproveitada 
para gerar eletrons que sao mantidos em 
um alto nfvel de energia por carreadores 
de eletrons moveis de uma membrana. A 
energia luminosa e, dessa forma, conver- 
tida em energia quimica. 0 processo co- 
mega quando um foton absorvido pelo par 
especial de clorofilas no centro de reagao 
retira um eletron de uma das clorofilas. 0 
eletron e captado por um carreador movel 
0 laranja) ligado na superficie oposta da 
membrana. Um conjunto de carreadores 
intermediaries incorporados no centro 
de reagao proporciona o caminho do par 
especial para este carreador (nao mostra- 
do). A distancia fisica entre o ion clorofila 
carregado positivamente e o carreador de 
eletrons carregado negativamente estabi- 
liza o estado de cargas separadas por um 
tempo curto, durante o qual o ion clorofi¬ 
la, um oxidante forte, retira um eletron de 
um composto adequado (p. ex., da agua, 
um evento que discutiremos adiante em 
detalhes). 0 carreador de eletrons, entao, 
se difunde para longe do centro de reagao 
como um forte doador de eletrons que ira 
transferir seu eletron a uma cadeia trans- 
portadora de eletrons. 


de separagao de carga da fotossintese, na qual a clorofila se torna carregada positiva¬ 
mente e um carreador de eletrons se torna carregado negativamente (Figura 14-44). O 
ion de clorofila e um oxidante muito forte capaz de retirar um eletron de um substrato 
de baixa energia; no primeiro passo da fotossintese oxigenica, esse substrato de baixa 
energia e a agua. 

Mediante a transference a um carreador movel na cadeia transportadora de ele¬ 
trons, o eletron e estabilizado como parte de um forte doador de eletrons e se torna dis- 
pomvel para as reagoes subsequentes. Essas reagoes subsequentes requerem mais tem¬ 
po para se completar e resultam em compostos ricos em energia gerados por luz. 

Um fotossistema consiste em um complexo antena e um centro 
de reagao 

Existem dois tipos diferentes de complexos clorofila-protema na membrana fotossinte- 
tizante. Um tipo, chamado de centro de reagao fotoquimica, contem o par especial de 
clorofilas recem-descrito. O outro tipo se engaja exclusivamente na absorgao de luz e na 
transferencia de energia ressonante, e e chamado de complexo antena . Juntos, os dois 
tipos de complexo formam um fotossistema (Figura 14-45). 

O papel do complexo antena no fotossistema e coletar energia em um mimero 
suficiente de fotons para a fotossintese. Sem ele, o processo seria lento e ineficiente, ja 
que cada clorofila do centro de reagao absorveria somente cerca de 1 quantum de luz 
por segundo, mesmo em plena luz do dia, enquanto centenas por segundo sao necessa- 
rios para a fotossintese efetiva. Quando a luz excita a molecula de clorofila no comple¬ 
xo antena, a energia passa rapidamente de uma clorofila ligada a protema a outra por 
transferencia de energia ressonante ate que alcance o par especial no centro de reagao. 
O complexo antena tambem e conhecido como complexo coletor de luz, ou LHC (do in¬ 
gles, light-harvesting complex). Alem de muitas moleculas de clorofila, um LHC contem 
pigmentos carotenoides laranja. Os carotenoides coletam luz de um comprimento de 
onda diferente da absorvida pelas clorofilas, ajudando a tornar o complexo antena mais 
eficiente. Eles tambem tern um importante papel protetor de prevenir a formagao de ra- 
dicais de oxigenio prejudiciais na membrana fotossintetizante. 

A membrana tilacoide contem dois fotossistemas diferentes 
trabalhando em serie 

A energia de excitagao coletada pelo complexo antena e entregue ao par especial no cen¬ 
tro de reagao fotoquimica. O centro de reagao e um complexo clorofila-protema trans- 
membrana que fica no coragao da fotossintese. Ele ancora o par especial de moleculas 
de clorofila, que age como uma armadilha irreversivel para a energia de excitagao (ver 
Figura 14-45). 

Os cloroplastos contem dois fotossistemas funcionalmente diferentes, embora es- 
truturalmente relacionados, e cada qual alimenta uma cadeia de transferencia de ele¬ 
trons com eletrons gerados pela agao da luz solar. Na membrana tilacoide do cloroplasto, 
o fotossistema I se limita aos tilacoides nao empilhados do estroma, enquanto os tilacoi- 
des empilhados do grana contem o fotossistema II. Os dois sistemas foram nomeados 
na ordem de sua descoberta, nao das suas agoes na via fotossintetizante, e os eletrons 
sao primeiro ativados no fotossistema II antes de serem transferidos ao fotossistema I 
(Figura 14-46). O caminho de um eletron ao longo dos dois fotossistemas pode ser des- 
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Fotossistema 


crito como uma trajetoria em Zee conhecido como esquema Z. No esquema Z ; o centro 
de reagao do fotossistema II primeiro retira um eletron da agua. O eletron passa via uma 
cadeia transportadora de eletrons (composta do carreador de eletrons plastoquinona, o 
complexo citocromo b 6 -fe a protema plastocianina) para o fotossistema I, que propele 
o eletron atraves da membrana em uma segunda reagao de separagao de carga dirigida 
pela luz que leva a produgao de NADPH. 

O esquema Z e necessario para preencher a lacuna muito grande de energia en- 
tre a agua e o NADPH (Figura 14-47). Um unico quantum de luz visivel nao contem 
energia suficiente nem para retirar os eletrons da agua, que mantem seus eletrons for- 
temente (potencial redox de +820 mV) e portanto e um doador de eletrons muito fraco, 
nem para forga-los sobre o NADP + , que e um aceptor de eletrons muito fraco (potencial 
redox de -320 mV). O esquema Z evoluiu primeiro em cianobacterias para capacita-las 
a usar a agua como uma fonte de eletrons universalmente dispomvel. Outras bacterias 
fotossintetizantes mais simples possuem apenas um fotossistema. Como devemos ver, 
elas nao podem utilizar a agua como uma fonte de eletrons e precisam, em vez disso, 
depender de outros substratos mais ricos em energia, dos quais os eletrons sao mais 
prontamente retirados. A habilidade de extrair eletrons da agua (e como consequencia 
produzir oxigenio molecular) foi adquirida pelas plantas quando seus ancestrais in- 
corporaram cianobacterias endossimbioticas que depois evoluiram para cloroplastos 
(ver Figura 1-31). 


Figura 14-45 Um fotossistema. Cada 
fotossistema consiste em um centro de 
reagao mais um numero de complexos 
antena coletores de luz. A energia solar 
para a fotossfntese e coletada pelos com¬ 
plexos antena, que sao responsaveis pela 
maior parte da clorofila em uma celula ve¬ 
getal. A energia salta aleatoriamente por 
transference de energia ressonante (.setas 
vermelhas) de uma molecula de clorofila a 
outra, ate alcangar o complexo do centro 
de reagao, onde ioniza uma clorofila do 
par especial. 0 par especial de clorofilas 
mantem seus eletrons em um nfvel de 
energia mais baixo do que a clorofila dos 
complexos antena, levando a energia 
transferida para ele do complexo antena 
a ficar presa ali. Note que e somente a 
energia que se move de uma molecula a 
outra no complexo antena, nao os eletrons 
(Animagao 14.10). 


0 fotossistema II usa um grupo do manganes para retirar os 
eletrons da agua 

Na biologia, somente o fotossistema II e capaz de retirar eletrons da agua e gerar oxigenio 
molecular como um produto residual. Essa notavel especializagao do fotossistema II e 
conferida pelas propriedades unicas de uma das duas moleculas de clorofila do seu par 
especial e pelo grupo do manganes ligado a protema. Essas moleculas de clorofila e o 
grupo do manganes formam o micleo catalitico do centro de reagao do fotossistema II, 
cujo mecanismo esta esbogado na Figura 14-48. 


Luz solar 


Luz solar 



Centro de 
reagao do 
fotossistema I 


Centro de 
reagao do 
fotossistema I 


Figura 14-46 Esquema Z para fotossin- 
tese. Os tilacoides das plantas e das cia¬ 
nobacterias contem dois tipos diferentes 
de fotossistemas, conhecidos como fotos¬ 
sistema I e fotossistema II, que funcionam 
em serie. Cada centro de reagao dos fotos¬ 
sistemas I e II recebe energia de excitagao 
de seu proprio conjunto de complexos 
antena firmemente associados, conhecidos 
como LHC-I e LHC-II, por transference de 
energia ressonante. Note que, por motivos 
historicos, os dois fotossistemas sao no- 
meados de forma oposta a ordem na qual 
eles atuam, com o fotossistema II passan- 
do seus eletrons para o fotossistema I. 
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Figura 14-47 Variagoes do potencial 
redox durante a fotossmtese. 

0 potencial redox para cada molecula esta 
indicado por sua posigao no eixo vertical. 

0 fotossistema II passa os eletrons deriva- 
dos da agua para o fotossistema I, que, 
por sua vez, os passa para o NADP + atraves 
da ferredoxina -NADP + redutase. 0 fluxo If- 
quido de eletrons pelos dois fotossistemas 
e da agua para o NADP + , e produz NADPH 
assim como um gradiente eletroquimico 
de protons. Esse gradiente de protons e 
utilizado pela ATP-sintase para produzir 
ATP. Detalhes nessa figura serao explicados 
no texto subsequente. 



Energia luminosa aproveitada para produzir 
e 


Ferredoxina- 

NADP + -redutase 


Plastoquinona 



Formagao de um 
gradiente 
eletroqui mico 
que gera^ 


Plastocianina 


„ .0 
Enzima de quebra da agua 


Diregao do fluxo de eletrons 


A agua e uma fonte inesgotavel de eletrons, mas tambem e extremamente es- 
tavel; portanto, e necessaria uma grande quantidade de energia para ela ceder seus 
eletrons. O unico composto nos seres vivos que e capaz de realizar tal feito depois de 
sua ionizagao pela luz e o par especial de clorofilas chamado P 680 (potencial redox P 680 / 
P 680 + = +1.270 mV). A reagao 2H 2 0 + 4 fotons —> 4H + + Ae~ + 0 2 e catalisada pelo seu 
grupo do manganes adjacente. Os intermediaries permanecem firmemente presos ao 
grupo do manganes ate que duas moleculas de agua tenham sido completamente oxi- 
dadas a 0 2 , garantindo, assim, que nenhum radical de oxigenio perigoso seja liberado 
a medida que a reagao procede. Os protons liberados pelas duas moleculas de agua 
sao descarregados no espago tilacoide, contribuindo com o gradiente de protons atra¬ 
ves da membrana tilacoide (pH mais baixo no espago tilacoide do que no estroma). O 
ambiente proteico unico que dota a vida com essa habilidade tao importante de oxidar 
a agua permanece essencialmente sem mudangas ao longo de bilhoes de anos de evo- 
lugao (Figura 14-49). 

Todo o oxigenio da atmosfera da Terra foi gerado dessa forma. Embora os detalhes 
exatos da reagao de oxidagao da agua no fotossistema II ainda nao sejam completamente 
entendidos, cientistas estao tentando construir um sistema artificial que mimetiza o pro- 
cesso. Se for bem-sucedido, isso poderia fornecer um suprimento quase interminavel de 
energia limpa, ajudando a resolver a crise de energia do mundo. 


0 complexo citocromo b 6 -f conecta o fotossistema II ao 
fotossistema I 

Seguindo o caminho mostrado antes na Figura 14-48, os eletrons extraidos da agua pelo 
fotossistema II sao transferidos ao plastoquinol, um forte doador de eletrons semelhante 
ao ubiquinol nas mitocondrias. Este quinol, que pode se difundir rapidamente na bi- 
camada lipidica da membrana tilacoide, transfere seus eletrons ao complexo citocromo 
b 6 -f, cuja estrutura e homologa a da citocromo c redutase nas mitocondrias. O complexo 
citocromo h 6 -/bombeia H + para dentro do espago tilacoide usando o mesmo ciclo Q uti¬ 
lizado nas mitocondrias (ver Figura 14-21), contribuindo, desse modo, com o gradiente 
de protons atraves da membrana tilacoide. 
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O complexo citocromo b 6 -/forma o elo conector entre os fotossistemas II e I na 
cadeia transportadora de eletrons do cloroplasto. Ele passa seus eletrons, um de cada 
vez, para o carreador de eletrons movel plastocianina (uma pequena protema con- 
tendo cobre que toma o lugar da citocromo c nas mitocondrias), que os ira transferir 
para o fotossistema I (Figura 14-50). Como discutiremos a seguir, o fotossistema I, 
entao, atrela um segundo foton de luz para energizar ainda mais os eletrons que ele 
recebe. 

0 fotossistema I executa a segunda etapa de separagao de carga 
no esquema Z 

O fotossistema I recebe os eletrons da plastocianina no espago tilacoide e os transfere, 
via uma segunda reagao de separagao de cargas, para a pequena protema ferredoxina 
na superficie oposta da membrana (Figura 14-51). Entao, em uma etapa final, a ferre¬ 
doxina alimenta, com seus eletrons, um complexo enzimatico associado a membrana, 
a.ferredoxina-NADP + redutase, que utiliza os eletrons para produzir NADPH a partir de 
NADP + (ver Figura 14-50). 

O potencial redox do par NADP + /NADPH (-320 mV) ja e bastante baixo, e a redu- 
gao do NADP + , portanto, necessita de um composto com um potencial redox ainda mais 
baixo. Este acaba por ser uma molecula de clorofila proxima a superficie estromica da 
membrana do fotossistema I que tern um potencial redox de -1.000 mV (clorofila AJ, o 
que o torna o mais forte doador de eletrons conhecido na biologia. O NADPH reduzido 
e liberado no estroma do cloroplasto, onde e usado para a biossmtese de gliceraldeido 



Grupo do Mn 
na enzima 
decompositora 
de agua 


Figura 14-48 Conversao de energia 
luminosa em energia quimica no 
complexo fotossistema II. (A) Diagrama 
esquematico do centra de reagao do fo¬ 
tossistema II, cujo par especial de molecu- 
las de clorofila e designado P 680 com base 
no comprimento de onda de sua maxima 
absorbancia (680 nm). (B) Cofatores e 
pigmentos no nucleo do centra de reagao. 
Estao mostrados o grupo do manganes 
(Mn), a cadeia lateral de tirosina que o 
liga ao par especial P 680 , quatro clorofilas 
(verde ), duas feofitinas ( azul-daro ), duas 
plastoquinonas (rasa) e um atomo de 
ferro ( vermelho ). 0 caminho dos eletrons 
e mostrado por setas azuis. No grupo do 
manganes, quatro atomos de manganes 
(azul-daro), um atomo de calcio (raxo) e 
cinco atomos de oxigenio ( vermelho) fun- 
cionam juntos para catalisar a oxidagao da 
agua. A reagao de quebra da agua ocorre 
em quatro etapas sucessivas, cada uma 
precisando da energia de um foton. Cada 
foton torna a clorofila do centra de reagao 
em um ion clorofila carregado positiva- 
mente. Atraves de uma cadeia lateral de 
tirosina ionizada ( amarelo ), este ion cloro¬ 
fila afasta um eletron de uma molecula de 
agua ligada no grupo do manganes. Dessa 
forma, um total de quatro eletrons sao 
retirados de duas moleculas de agua para 
gerar oxigenio molecular, que e liberado 
na atmosfera. 

Cada eletron que e energizado pela 
luz passa do par especial ao longo de 
uma cadeia de transference de eletrons 
dentro do complexo, ao longo do cami¬ 
nho indicado para as plastoquinonas Q A 
permanentemente ligadas e, entao, para 
as plastoquinonas Q B como aceptoras de 
eletrons. Quando a Q B pegar dois eletrons 
(mais dois protons; ver Figura 14-17), ela 
se dissocia de seu sftio de ligagao no com¬ 
plexo e entra na bicamada lipidica como 
um carreador de eletrons movel, sendo 
logo substituida por uma nova molecula 
de plastoquinona nao reduzida. Note que 
as clorofilas e as feofitinas formam dois 
ramos simetricos de uma cadeia de trans- 
porte de potencial eletronico. Somente um 
ramo e ativo, garantindo, assim, que as 
plastoquinonas se tornem completamente 
reduzidas em tempo mfnimo. 


Figura 14-49 Estrutura do complexo 
fotossistema II completo. Este fotos¬ 
sistema contem, pelo menos, 16 subuni- 
dades proteicas, junto com 36 clorofilas, 
duas feofitinas, dois hemes e um numero 
de carotenoides protetores ( colorido ). 

A maioria desses pigmentos e cofatores 
estao profundamente enterrados e firme- 
mente complexados a proteina ( cinza ). 

O caminho dos eletrons e indicado pelas 
setas azuis e explicado na Figura 14-48B. 
O complexo fotossistema II apresentado 
aqui e o complexo cianobacteriano, mais 
simples e mais estavel do que o complexo 
das plantas, que funciona da mesma for¬ 
ma. (Codigo PDB: 3ARC.) 
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Figura 14-50 Fluxo de eletrons atraves 
do complexo citocromo b 6 -f para o 

NADPH. 0 complexo citocromo b 6 -fe 
o equivalente funcional da citocromo c 
redutase (o complexo citocromo b- q) das 
mitocondrias (ver Figura 14-22). Como 
seu homologo mitocondrial, o complexo 
b 6 -f recebe seus eletrons de uma quinona 
e se engaja em urn complicado ciclo Q 
que bombeia dois protons atraves da 
membrana (detalhes nao mostrados). Ele 
fornece seus eletrons, urn de cada vez, 
para a plastocianina (pC). A plastocia- 
nina se difunde ao longo da superficie 
da membrana para o fotossistema I e 
transfere os eletrons via ferredoxina (Fd) 
para a ferredoxina-NADP + -redutase (FNR), 
onde sao utilizados para produzir NADPH. 
0 P 700 e urn par especial de clorofilas que 
absorve luz em urn comprimento de onda 
de 700 nm. 


Luz 



Fotossistema II 


Complexo 
citocromo b 6 -f 


Fotossistema I 


3-fosfato, precursores de aminoacidos e acidos graxos, e grande parte para ser exportado 
para o citoplasma. 

A ATP-sintase de cloroplasto utiliza o gradiente de protons gerado 
pelas reagoes fotossintetizantes luminosas para produzir ATP 

A sequencia de eventos que resulta na produgao de ATP e de NADPH dirigida pela luz 
nos cloroplastos e nas cianobacterias esta resumida na Figura 14-52. Comegando pela 
retirada de eletrons da agua, as etapas de separagao de cargas dirigidas pela luz nos fo- 
tossistemas I e II possibilitam o fluxo de eletrons, energeticamente desfavoravel da agua 
para o NADPH (ver Figura 14-47). Tres pequenos carreadores moveis de eletrons - a plas- 
toquinona, a plastocianina e a ferredoxina - participam do processo. funto com a bomba 
de protons direcionada por eletrons do complexo citocromo b 6 -f, os fotossistemas geram 
um grande gradiente de protons atraves da membrana tilacoide. As moleculas de ATP- 
-sintase embebidas nas membranas tilacoides utilizam esse gradiente de protons para 
produzir grandes quantidades de ATP no estroma do cloroplasto, mimetizando a sintese 
de ATP na matriz mitocondrial. 

O esquema Z linear para a fotossfntese, conforme discutido ate aqui, pode alter- 
nar para um modo circular de fluxo de eletrons atraves do fotossistema I e o complexo 
b 6 -f. Aqui, a ferredoxina reduzida se difunde de volta para o complexo Z? 6 -/para reduzir a 
plastoquinona, em vez de passar seus eletrons para o complexo enzimatico ferredoxina- 
-NADP + redutase. Isso, de fato, transforma o fotossistema I em uma bomba de protons 
guiada pela luz, aumentando, assim, o gradiente de protons e consequentemente a 


Figura 14-51 Estrutura e fungao do 
fotossistema I. No coragao do arranjo do 
complexo do fotossistema I esta a cadeia 
de transferencia de eletrons mostrada. Em 
uma extremidade esta o par especial de 
clorofilas chamado P 700 (porque absorve 
luz em comprimento de onda de 700 nm), 
recebendo os eletrons da plastocianina 
(pC). Na outra extremidade estao as clo¬ 
rofilas A 0 , que passam os eletrons para a 
ferredoxina via duas plastoquinonas (PQ; 
roxo) e tres grupos ferro-enxofre. Embora 
os papeis dos fotossistemas I e II sejam 
bem diferentes, suas cadeias de transfe¬ 
rencia de eletrons sao estruturalmente 
semelhantes, indicando uma origem 
evolutiva comum (ver Figura 14-53). Note 
que no fotossistema I, ambos os ramos 
da cadeia de transferencia de eletrons sao 
ativos, ao contrario do fotossistema II (ver 
Figura 14-48). (Codigo PDB: 3LW5.) 
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quantidade de ATP produzida pela ATP-sintase. Um conjunto elaborado de mecanis- 
mos reguladores controla tal alternancia, que habilita o cloroplasto a gerar ainda mais 
NADPH (modo linear) ou mais ATP (modo circular), dependendo das necessidades 
metabolicas da celula. 

Todos os centros de reagao fotossinteticos evoluiram a partir de 
um ancestral comum 

As evidencias para as origens procarioticas das mitocondrias e dos cloroplastos sao 
abundantes em seus sistemas geneticos, como veremos na proxima segao. Mas eviden¬ 
cias fortes e diretas para as origens evolutivas dos cloroplastos tambem podem ser en- 
contradas nas estruturas moleculares dos centros de reagao fotossintetizante reveladas 
por cristalografia recentemente. As posigoes das clorofilas no par especial e dos dois ra- 
mos da cadeia de transferencia de eletrons sao basicamente as mesmas no fotossistema 
I, no fotossistema II e nos centros de reagao fotoquimica das bacterias fotossintetizan- 
tes (Animagao 14.11). Como resultado, pode-se concluir que todos evoluiram a partir 
de um ancestral comum. Evidentemente, a arquitetura molecular do centro de reagao 
fotossintetizante originou-se apenas uma vez e permaneceu essencialmente inaltera- 
da durante a evolugao. Ao contrario, os sistemas antena, menos criticos, evoluiram de 
varias formas diferentes e sao correspondentemente diversos nos organismos fotossin- 
tetizantes atuais (Figura 14-53). 

A forga proton-motriz para a produgao de ATP nas mitocondrias 
e nos cloroplastos e essencialmente a mesma 

O gradiente de protons atraves da membrana tilacoide depende tanto da atividade de 
bombear protons do complexo citocromo b 6 -f como da atividade fotossintetizante dos 
dois fotossistemas, que, por sua vez, dependem da intensidade da luz. Nos cloroplas¬ 
tos expostos a luz, o H + e bombeado para fora do estroma (pH perto de 8, semelhante 
ao da matriz mitocondrial) no espago tilacoide (pH 5 a 6), criando um gradiente de 2 
a 3 unidades de pH atraves da membrana tilacoide, representando uma forga motriz 
protonica de cerca de 180 mV. Isso e muito semelhante a forga motriz de protons na 
respiragao mitocondrial. Entretanto, o potencial de membrana atraves da membrana 
mitocondrial interna realiza a maior contribuigao para a forga motriz protonica que 
leva a ATP-sintase a produzir ATP, enquanto um gradiente de H + predomina para os 
cloroplastos. 

Ao contrario da ATP-sintase mitocondrial, que forma extensas linhas de dimeros 
ao longo das cristas, a ATP-sintase dos cloroplastos e monomerica e localizada nas re- 
gioes lisas da membrana (Figura 14-54). Evidentemente, o gradiente de H + atraves da 
membrana tilacoide e alto o suficiente para a smtese de ATP sem a necessidade dos ar- 
ranjos elaborados de ATP-sintase vistos nas mitocondrias. 


Figura 14-52 Resumo dos movimentos 
de eletrons e protons durante a fo- 
tossintese na membrana tilacoide. Os 

eletrons sao retirados, mediante agao 
da energia luminosa, de uma molecula 
de agua que e mantida pelo grupo do 
manganes no fotossistema II. Os eletrons 
passam adiante para a plastoquinona, que 
os entrega para 0 complexo citocromo b 6 -f 
que se parece com a citocromo c redutase 
das mitocondrias e 0 complexo b-c das 
bacterias. Eles entao sao carregados ao 
fotossistema I pelo carreador de eletrons 
soluvel plastocianina, 0 equivalente funcio- 
nal da citocromo c nas mitocondrias. Do 
fotossistema I eles sao transferidos para 
a ferredoxina-NADP + -redutase (FNR) pela 
carreadora soluvel ferredoxina (Fd; uma 
proteina pequena contendo um centro 
ferro-enxofre). Os protons sao bombe- 
ados para dentro do espago tilacoide 
pelo complexo citocromo b 6 -f, da mesma 
maneira que os protons sao bombeados 
para dentro da crista mitocondrial pela 
citocromo c redutase (ver Figura 14-21). 
Alem disso, o IT liberado dentro do espa¬ 
go tilacoide pela oxidagao da agua e 0 T 
consumido durante a formagao do NADPH 
no estroma contribuem para a geragao do 
gradiente eletroqumnico de H + atraves da 
membrana tilacoide. Como ilustrado, tal 
gradiente direciona a sintese de ATP por 
uma ATP-sintase situada na mesma mem¬ 
brana (ver Figura 14-47). 
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Figura 14-53 Evolugao dos centros de 
reagao fotossintetizantes. Os pigmen- 
tos envolvidos na captagao de luz estao 
coloridos em verde\ aqueles envolvidos 
nos eventos fotoquimicos centrais, em ver- 
melho. (A) 0 centra de reagao fotoquimica 
primitivo das bacterias roxas contem duas 
subunidades proteicas relacionadas, L e 
M, que ligam os pigmentos envolvidos no 
processo central da fotossintese, incluindo 
um par especial de moleculas de clorofila. 
Um citocromo alimenta as clorofilas excita- 
das com os eletrons. 0 LH1 e um comple- 
xo antena bacteriano. (B) 0 fotossistema 
II contem as proteinas e D 2 , homologas 
as subunidades L e M em (A). A clorofila 
P 680 excitada do par especial retira eletrons 
da agua mantida pelo grupo do manga- 
nes. 0 LHC-II e o complexo de captagao de 
luz que alimenta com energia as proteinas 
do nucleo da antena. (C) 0 fotossistema I 
contem as proteinas Psa A e B, cada uma 
delas equivalente a fusao das proteinas D., 
ou D 2 a uma proteina antena central do 
fotossistema II. A plastocianina (pC) ligada 
fracamente fornece os eletrons para o par 
de clorofilas excitado. Como indicado, no 
fotossistema I, os eletrons sao passados 
de uma quinona ligada (Q) por uma serie 
de tres centros ferro-enxofre (drculos 
vermelhos). (Modificada de K. Rhee, E. 
Morris, J. Barber e W. Kuhlbrandt, Nature 
396:283-286, 1998; and W. Kuhlbrandt, 
Nature 411:896-899, 2001. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 




(B) FOTOSSISTEMA II 



Os mecanismos quimiosmoticos evolufram em estagios 

As primeiras celulas vivas da Terra podem ter consumido moleculas organicas produzi- 
das geoquimicamente e gerado seu ATP por fermentagao. Pelo fato de o oxigenio ainda 
nao estar presente na atmosfera, tais reagoes de fermentagao anaerobica teriam despe- 
jado acidos organicos - como acidos latico ou formico, por exemplo - no ambiente (ver 
Figura 2-47). E possivel que tais acidos tenham baixado o pH do ambiente, favorecen- 
do a sobrevivencia de celulas que tenham desenvolvido proteinas transmembrana que 
pudessem bombear o H + para fora do citosol, impedindo, dessa forma, que a celula se 
tornasse acida demais (estagio 1 na Figura 14-55). Uma dessas bombas pode ter usado 
a energia dispomvel da hidrolise do ATP para ejetar H + da celula; tal bomba de proton 
poderia ser o ancestral das ATP-sintases de hoje. 

A medida que o suprimento de nutrientes produzidos geoquimicamente na Terra 
comegou a decair, os organismos que puderam encontrar uma forma de bombear o H + 
sem consumir ATP estariam em vantagem: eles poderiam guardar as pequenas quan- 
tidades de ATP que obtem da fermentagao de suprimentos alimentares cada vez mais 
escassos para abastecer outras atividades importantes. Essa necessidade de conservar 
os recursos pode ter levado a evolugao de proteinas transportadoras de eletrons que 
permitiram as celulas usar o movimento dos eletrons entre as moleculas de diferentes 
potenciais redox como uma fonte de energia para bombear o H + atraves da membrana 
plasmatica (estagio 2 na Figura 14-55). Algumas dessas celulas podem ter usado acidos 
organicos nao fermentaveis que as celulas vizinhas tenham excretado como residuo 
para fornecer os eletrons necessarios para alimentar o sistema de transporte de eletrons. 
Algumas bacterias dos dias de hoje crescem em acido formico, por exemplo, usando a 
pequena quantidade de energia redox, derivada da transferencia de eletrons do acido 
formico para o fumarato, para bombear o H + . 

Por fim, algumas bacterias teriam desenvolvido sistemas de transporte de eletrons 
bombeadores de H + que foram tao eficientes que elas puderam captar mais energia re- 
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MITOCONDRIA 



CLOROPLASTO Membrana tilacoide 



dox do que necessitavam para manter o seu pH interno. Tais celulas provavelmente te- 
riam gerado grandes gradientes eletroquimicos de protons, que elas, entao, poderiam 
usar para produzir ATP. Os protons poderiam vazar de volta para a celula atraves de 
bombas de H + dirigidas por ATP, fazendo-as funcionar ao inverso, essencialmente, para 
que sintetizem ATP (estagio 3 na Figura 14-55). Como tais celulas necessitariam muito 
menos do suprimento decadente de nutrientes fermentaveis, elas teriam proliferado a 
custa de suas vizinhas. 

Ao proporcionar uma fonte inesgotavel de forga redutora, as 
bacterias fotossintetizantes superaram um grande obstaculo na 
evolugao 

A deplegao gradual de nutrientes do ambiente na Terra primitiva significou que os 
organismos tiveram que encontrar alguma fonte alternativa de carbono para produzir 
os agucares que servem como precursores para muitos componentes celulares. Ape- 
sar de o C0 2 da atmosfera proporcionar uma potencial fonte de carbono abundan- 
te, para converte-lo em uma molecula organica, como um carboidrato, e necessario 
reduzir o C0 2 fixo com um forte doador de eletrons, como o NADPH, que pode ge- 
rar unidades de (CH 2 0) a partir do C0 2 (ver Figura 14-41). Cedo na evolugao celular, 
agentes redutores fortes (doadores de eletrons) foram considerados abundantes. Mas 
uma vez que uma ATP-sintase ancestral tenha comegado a gerar a maioria do ATP, te- 


Figura 14-55 Como a sintese de ATP por quimiosmose pode ter evoluido em esta- 
gios. 0 primeiro estagio poderia ter envolvido a evolugao de uma ATPase que bombeasse 
protons para fora da celula usando a energia da hidrolise do ATP. 0 estagio 2 poderia ter 
envolvido a evolugao de uma bomba de protons diferente, direcionada por uma cadeia 
transportadora de eletrons. 0 estagio 3 poderia, entao, ter ligado esses dois sistemas jun¬ 
tos para gerar uma ATP-sintase primitiva que usasse os protons bombeados pela cadeia 
transportadora de eletrons para sintetizar ATP. Uma bacteria primitiva com este sistema 
final poderia ter tido uma vantagem seletiva sobre as bacterias com nenhum desses siste¬ 
mas ou apenas um deles. 


Figura 14-54 Uma comparagao das 
concentragdes de IT e o arranjo de 
ATP-sintase nas mitocondrias e nos 
cloroplastos. Nas duas organelas, o pH 
no espago intermembranas e 7,4, como 
no citoplasma. Tanto o pH da matriz mito- 
condrial quanto o pH do estroma do cloro- 
plasto ficam em torno de 8 ( cinza-claro ). 0 
pH no espago tilacoide e de cerca de 5,5, 
dependendo da atividade fotossintetizan- 
te. Isso resulta em uma alta forga motriz 
de protons atraves da membrana tilacoide, 
consistindo principalmente no gradiente 
de H + (uma alta permeabilidade dessa 
membrana aos ions Mg 2+ e Cl“ permite 
que o fluxo desses ions dissipe a maior 
parte do potencial de agao). 

Diferentemente dos cloroplastos, o 
gradiente de H + atraves da membrana mi- 
tocondrial interna e insuficiente para a pro- 
dugao de ATP, e as mitocondrias precisam 
de um potencial de membrana que traga a 
forga motriz de protons ao mesmo nivel que 
nos cloroplastos. 0 arranjo da ATP-sintase 
mitocondrial em linhas de dimeros ao longo 
das cristas (ver Figura 14-32) e proximos as 
bombas de protons da cadeia respiratoria 
pode ajudar o fluxo de protons ao longo da 
superficie da membrana na diregao da ATP- 
-sintase, ja que a disponibilidade de protons 
e limitante para a produgao de ATP. No 
cloroplasto, a ATP-sintase esta distribufda 
aleatoriamente nas membranas tilacoides. 
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ria se tornado imperativo para as celulas desenvolverem uma nova maneira de gerar 
agentes redutores fortes. 

Um grande avango evolutivo no metabolismo energetico ocorreu com o desenvol- 
vimento dos centros de reagao fotoquimica que puderam usar a energia da luz solar para 
produzir moleculas como o NADPH. Acredita-se que isso tenha ocorrido muito cedo no 
processo de evolugao celular nos ancestrais das sulfobacterias verdes. As sulfobacterias 
verdes atuais utilizam a energia luminosa para transferir atomos de hidrogenio (na for¬ 
ma de um eletron mais um proton) do H 2 S para o NADPH, produzindo, assim, a grande 
forga redutora necessaria a fixagao de carbono. Como o potencial redox do H 2 S e bem 
mais baixo do que o da H 2 0 (-230 mV para o H 2 S comparado com +820 mV para a H 2 0), 
um quantum de luz absorvida pelo fotossistema unico nestas bacterias e suficiente para 
gerar NADPH via uma cadeia transportadora de eletrons fotossintetizante relativamente 
simples. 

As cadeias transportadoras de eletrons fotossintetizantes das 
cianobacterias produziram o oxigenio atmosferico e permitiram 
novas formas de vida 

Aproxima etapa evolutiva, que supostamente ocorreu com o desenvolvimento das cia¬ 
nobacterias, talvez 3 bilhoes de anos atras, foi a evolugao de organismos capazes de 
usar a agua como fonte de eletrons para a redugao do C0 2 . Isso ocasionou a evolugao 
de uma enzima capaz de quebrar a molecula da agua e tambem exigiu a adigao de um 
segundo fotossistema, atuando em serie com o primeiro, para cobrir a grande lacuna 
do potencial redox entre H 2 0 e NADPH. As consequencias biologicas dessa etapa evo¬ 
lutiva tiveram grande alcance. Pela primeira vez, haveria organismos que poderiam 
sobreviver de agua, C0 2 e luz solar (mais alguns poucos elementos-trago). Essas celulas 
teriam sido capazes de se espalhar e evoluir de maneiras nao permitidas as bacterias 
fotossintetizantes anteriores, que precisavam de H 2 S ou acidos organicos como fontes 
de eletrons. Como resultado, grandes quantidades de materiais organicos reduzidos 
e biologicamente sintetizados se acumularam, e o oxigenio entrou na atmosfera pela 
primeira vez. 

O oxigenio e altamente toxico porque a oxidagao de moleculas biologicas altera 
sua estrutura e suas propriedades de maneira indiscriminada e irreversivel. Muitas das 
bacterias anaerobicas, por exemplo, sao rapidamente mortas quando expostas ao ar. 
Portanto, os organismos da Terra primitiva tiveram de desenvolver medidas de protegao 
contra os crescentes rnveis de 0 2 do ambiente. Os organismos evolutivamente recentes, 
como nos mesmos, dispoem de numerosos mecanismos desintoxicantes que protegem 
as nossas celulas dos efeitos nocivos do oxigenio. Mesmo assim, postula-se que um acu- 
mulo de dano oxidativo as nossas macromoleculas contribua para o envelhecimento hu- 
mano, como discutiremos na proxima segao. 

O aumento do 0 2 atmosferico foi muito lento no inicio e permitiu uma evolugao 
gradual dos mecanismos de protegao. Por exemplo, os mares primordiais continham 
grandes quantidades de ferro no seu estado ferroso reduzido (Fe 2+ ), e quase todo o 0 2 
produzido pelas bacterias fotossintetizantes primordiais seria usado na oxidagao do Fe 2+ 
ao estado ferrico Fe 3+ . Essa conversao causou a precipitagao de grandes quantidades de 
oxidos estaveis, e as extensas formagoes de bandas de ferro nas rochas sedimentares, 
comegando cerca de 2,7 bilhoes de anos atras, ajudam a datar a disseminagao das ciano¬ 
bacterias. Ha cerca de 2 bilhoes de anos, o suprimento de Fe 2+ se esgotou, e a deposigao 
de precipitados adicionais de ferro cessou. A evidencia geologica revela como os rnveis 
de 0 2 mudaram ao longo de bilhoes de anos, aproximando-se aos rnveis atuais somente 
ha cerca de 0,5 bilhao de anos (Figura 14-56). 

A disponibilidade de 0 2 possibilitou a ascensao de bacterias que desenvolveram 
um metabolismo aerobico para produzir seu ATP. Esses organismos poderiam aprovei- 
tar a grande quantidade de energia liberada pela degradagao completa de carboidra- 
tos e outras moleculas organicas a C0 2 e H 2 0, como explicado quando discutimos as 
mitocondrias. Componentes dos complexos transportadores de eletrons preexistentes 
foram modificados para produzir uma citocromo oxidase, de forma que os eletrons ob- 
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Figura 14-56 Principals eventos durante a evolugao dos organismos vivos na Terra. Com a evolugao do processo de fotossfntese com base em mem- 
branas, os organismos puderam produzir as suas proprias moleculas organicas a partir do gas C0 2 . Acredita-se que o atraso de mais de 10 9 anos entre o apa- 
recimento de bacterias que quebravam agua e liberavam 0 2 durante a fotossfntese e o acumulo de altos nfveis de 0 2 na atmosfera seja devido a reagao inicial 
do oxigenio com o abundante ferro no estado ferroso (Fe 2+ ) que estava dissolvido nos oceanos primitivos. Somente quando o ferro ferroso foi utilizado e que 
o oxigenio teria comegado a acumular-se na atmosfera. Em resposta aos nfveis crescentes de oxigenio, os organismos nao fotossintetizantes consumidores de 
oxigenio evolufram, e a concentragao de oxigenio na atmosfera se equilibrou aos nfveis atuais. 


tidos de substratos organicos ou inorganicos podiam ser transportados para o 0 2 como 
aceptor final de eletrons. Algumas bacterias roxas fotossintetizantes atuais podem al- 
ternar entre fotossintese e respiragao, dependendo da disponibilidade de luz e de 0 2; 
com apenas reorganizagoes relativamente pequenas de suas cadeias transportadoras 
de eletrons. 

Na Figura 14-57, relacionamos essas vias evolutivas postuladas para diferentes ti- 
pos de bacterias. Por necessidade, a evolugao e sempre conservadora, tomando elemen- 
tos do que e antigo e construindo, a partir deles, alguma coisa nova. Assim, partes das 
cadeias transportadoras de eletrons, que foram derivadas para servir bacterias anaero- 
bicas 3 a 4 bilhoes de anos atras, sobrevivem, de forma alterada, nas mitocondrias e nos 
cloroplastos dos eucariotos superiores dos dias de hoje. Um bom exemplo e a semelhan- 
ga geral na estrutura e na fungao da citocromo c redutase que bombeia H + no segmento 
central da cadeia respiratoria mitocondrial e o complexo analogo citocromo b-f nas ca¬ 
deias de transporte de eletrons tanto em bacterias quanto em cloroplastos, revelando a 
sua origem evolutiva comum (Figura 14-58). 

Resumo 

Os cloroplastos e as bacterias fotossintetizantes possuem a habilidade unica de utilizar 
a energia da luz solar para produzir compostos ricos em energia. Isso e alcangado pelos 
fotossistemas, nos quais moleculas de clorofila ligadas a protemas sao excitadas quan¬ 
do atingidas por umfoton. Os fotossistemas sao compostos de um complexo antena, que 
coleta a energia solar, e um centro de reagao fotoquimica, no qual a energia coletada e 
canalizada a uma molecula de clorofila mantida em uma posigao especial, permitindo 
que ela retire eletrons de um doador de eletrons. Os cloroplastos e as cianobacterias pos¬ 
suem dois fotossistemas diferentes. Os dois fotossistemas estao normalmente ligados em 
serie em um esquema Z, e eles transfer em eletrons da agua para o NADP + paraformar 
NADPH, gerando um potencial eletroquimico transmembrana. Um dos dois fotossiste¬ 
mas - o fotossistema II - pode quebrar a agua pela remogao de eletrons deste composto 
ubiquo de baixa energia. Todo o oxigenio molecular (Of) na nossa atmosfera e um sub- 
produto da reagao de quebra da agua nesse fotossistema. As estruturas tridimensionais 
dos fotossistemas I e II sao impressionantemente semelhantes aos fotossistemas das bacte¬ 
rias roxas fotossintetizantes, demonstrando um grau notavel de conservagao por bilhoes 
de anos de evolugao. 
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Figura 14-57 Esquema evolutivo mostrando as origens postuladas para as mitocondrias e os doroplastos e os seus ancestrais bacterianos. Acredi- 
ta-se que o consumo de oxigenio pela respiragao tenha inicialmente se desenvolvido ha cerca de 2 bilhoes de anos. Analises de sequences de nucleotideos su- 
gerem que uma cianobacteria endossimbiotica com complexo de evolugao de oxigenio ( ciano ) tenha originado os doroplastos ( verde-escuro ), enquanto as mito¬ 
condrias originaram-se de uma a-proteobacteria. Os parentes mais proximos das mitocondrias ( rosa ) sao os membros de tres grupos intimamente relacionados 
de a-proteobacterias - rizobacterias, agrobacterias e riquetsias - conhecidas por formar associagoes intimas com celulas eucarioticas atuais. As proteobacterias 
estao em rosa, as bacterias roxas fotossintetizantes estao em roxo, e as outras bacterias fotossintetizantes estao em verde-claro. 


Os dois fotossistemas e o complexo citocromo b 6 -fresidem na membrana tilacoide, 
um sistema de membranas separado, no compartimento central do estroma do cloroplas- 
to, que e diferenciado em tilacoides grana empilhados e estromas nao empilhados. Os pro- 
cessos de transporte de eletrons na membrana tilacoide provocam a liberagao dos protons 
dentro do espago tilacoide. O fluxo retrogrado de protons atraves da ATP-sintase de cloro- 
plasto gera, entao, ATP. Esse ATP e utilizado em conjunto com o NADPH, produzido pelos 
fotossistemas, para direcionar um grande numero de reagoes biossinteticas no estroma do 
cloroplasto, incluindo o ciclo de fixagao do carbono, que gera grandes quantidades de car- 
boidratos a partir de C0 2 . 

No inicio da evolugao da vida, as cianobacterias superaram um grande obstaculo, 
criando uma forma de utilizar a luz solar para quebrar a agua efixar o dioxido de car¬ 
bono. As cianobacterias produziram tanto nutrientes organicos como oxigenio molecular 
abundantes, permitindo o crescimento de uma multidao de formas de vida aerobicas. Os 
doroplastos das plantas evoluiram de uma cianobacteria quefoi endocitada muito tempo 
atras por um organismo hospedeiro eucaridtico aerdbico. 

SISTEMAS GENETICOS DE MITOCONDRIAS E 
CLOROPLASTOS 

Como discutimos no Capitulo 1, acredita-se que as mitocondrias e os doroplastos te- 
nham evoluido a partir de bacterias endossimbioticas (ver Figuras 1-29 e 1-31). Ambos 
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os tipos de organelas ainda contem seus proprios genomas (Figura 14-59). Como dis- 
cutiremos brevemente, eles tambem mantem sua propria maquinaria biossintetica para 
produzir RNA e protemas de organelas. 

Assim como as bacterias, as mitocondrias e os cloroplastos proliferam pelo cresci- 
mento e pela divisao de uma organela preexistente. Nas celulas ativamente em divisao, 
cada tipo de organela deve dobrar em massa em cada geragao celular e entao ser distri- 
buida para cada celula-filha. Alem disso, as celulas que nao sofrem divisao devem repor 
as organelas que sao degradadas como parte de um processo continuo de renovagao de 
organelas, ou produzir organelas adicionais quando houver necessidade. O crescimento 
e a proliferagao da organela sao, portanto, cuidadosamente controlados. O processo e 
complicado, pois as protemas das mitocondrias e dos cloroplastos sao codificadas em 
dois lugares: o genoma nuclear e o genoma separado, abrigado nas proprias organelas. 
A biogenese das mitocondrias e dos cloroplastos requer, assim, contribuigoes de dois 
sistemas geneticos separados, que devem estar intimamente coordenados. 
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Figura 14-58 Compara^ao entre as tres cadeias transportadoras de eletrons discutidas neste capf- 
tulo. As bacterias, os cloroplastos e as mitocondrias contem, todos, um complexo enzimatico ligado a mem- 
brana que se parece com a citocromo c redutase das mitocondrias. Todos esses complexos aceitam eletrons 
de uma quinona carreadora (Q) e bombeiam H + atraves das suas respectivas membranas. Alem disso, em 
sistemas reconstitufdos in vitro, os diferentes complexos podem substituir uns aos outros, e as estruturas de 
seus componentes proteicos revelam que eles sao evolutivamente relacionados. Note que as bacterias roxas 
nao sulfurosas usam um fluxo cfclico de eletrons para produzir um grande gradiente eletroquimico de pro¬ 
tons que direciona o fluxo reverso de eletrons atraves da NADH desidrogenase para produzir NADH a partir 
de NAD + + H + + e" 
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Muitas das protemas das organelas sao codificadas pelo DNA nuclear. A organela 
importa essas protemas do citosol, depois que tenham sido sintetizadas pelos ribosso- 
mos citosolicos, atraves de protemas translocases mitocondriais das membranas mi- 
tocondriais externas e internas - TOM (do ingles, translocase of the outer membrane) e 
TIM (do ingles, translocase of the inner membrane). No Capitulo 12, discutimos como 
isso acontece. Aqui, descrevemos os genomas e os sistemas geneticos das organelas e 
consideramos as consequencias de genomas de organelas separados para a celula e o 
organismo como um todo. 

Os sistemas geneticos de mitocondrias e cloroplastos 
assemelham-se aqueles dos procariotos 

Como discutido no Capitulo 12, acredita-se que as celulas eucarioticas tenham se ori- 
ginado de uma relagao simbiotica entre uma arqueia e uma bacteria aerobica (uma 
proteobacteria). Postula-se que os dois organismos tenham se fundido para formar o 
ancestral de todas as celulas nucleadas, com a arqueia provendo o nucleo e a proteobac¬ 
teria servindo como um endossimbionte produtor de ATP e que respira - que, por fim, 
desenvolver-se-ia na mitocondria (ver Figura 12-3). Isso provavelmente ocorreu ha cerca 
de 1,6 bilhao de anos, quando o oxigenio entrou na atmosfera em quantidades substan- 
ciais (ver Figura 14-56). O cloroplasto originou-se mais tarde, depois que as linhagens de 
plantas e animais divergiram, por meio da endocitose de uma cianobacteria produtora 
de oxigenio. 

Essa hipotese endossimbiotica do desenvolvimento de organelas e fortemente sus- 
tentada pela observagao de que os sistemas geneticos das mitocondrias e dos cloroplas¬ 
tos sao semelhantes aqueles das bacterias dos dias de hoje. Por exemplo, os ribossomos 
dos cloroplastos sao muito semelhantes aos ribossomos bacterianos, tanto quanto as 
suas estruturas como quanto a sensibilidade a varios antibioticos (como cloranfenicol, 
estreptomicina, eritromicina e tetraciclina). Alem disso, a sintese de protemas nos clo¬ 
roplastos comega com AAformilmetionina, como nas bacterias, e nao com metionina, 
como no citosol das celulas eucarioticas. Embora os sistemas geneticos mitocondriais 
sejam menos semelhantes aos sistemas equivalentes das bacterias atuais do que os 
sistemas geneticos de cloroplastos, os seus ribossomos tambem sao sensiveis a anti¬ 
bioticos antibacterianos, e a sintese de protemas nas mitocondrias tambem inicia com 
iV-formilmetionina. 

Os processos de transcrigao do DNA, de sintese proteica e de replicagao do DNA 
das organelas ocorrem no local em que o genoma esta localizado: na matriz das mito¬ 
condrias ou no estroma dos cloroplastos. Embora as enzimas mediadoras desses pro¬ 
cessos geneticos sejam exclusivas da organela e se paregam mais com as de bacterias 
(ou mesmo de virus bacterianos) do que seus analogos eucarioticos, o genoma nuclear 
codifica a grande maioria dessas enzimas. De fato, a maioria das protemas mitocondriais 
e de cloroplastos e codificada por genes que residem no nucleo da celula. 



Com o tempo, as mitocondrias e os cloroplastos exportaram a 
maioria dos seus genes para o nucleo por transference genica 

A natureza dos genes de organelas localizados no nucleo da celula demonstra que uma 
transference extensiva de genes da organela para o DNA nuclear ocorreu no curso da 
evolugao eucariotica. E esperado que tal transference genica bem-sucedida seja rara, 
pois qualquer gene movido da organela precisa se adaptar tanto as necessidades da 


Figura 14-59 Colorado de DNA nuclear e mitocondrial. Nesta micrografia confocal 
de uma unica celula de fibroblasto, o DNA nuclear esta corado com um corante fluores- 
cente ( azul ), enquanto o DNA mitocondrial e visualizado indiretamente utilizando-se um 
fator transcricional mitocondrial marcado iyerde). A rede mitocondrial esta corada com 
um marcador de matriz mitocondrial fluorescente ( vermelho). A imagem foi adquirida 
com auxflio de microscopia de iluminagao estruturada (SIM), que fornece cerca do dobro 
da resolugao de um microscopio confocal. Numerosas copias do genoma mitocondrial 
podem ser vistas distribuidas em nucleoides distintos pelas mitocondrias que serpenteiam 
pelo citoplasma. (Cortesia de Uri Manor e J. Lippincott-Schwartz.) 
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transcrigao nuclear como da tradugao citoplasmatica. Alem disso, a protema precisa 
adquirir uma sequencia-sinal que a direcione para a organela correta depois de sua sm- 
tese no citosol. Pela comparagao de genes nas mitocondrias de diferentes organismos, 
podemos inferir que algumas das transferences genicas para o nucleo ocorreram ha re- 
lativamente pouco tempo. Os genomas mitocondriais menores e presumivelmente mais 
evoluidos, por exemplo, codificam apenas algumas proteinas hidrofobicas da mem- 
brana interna da cadeia transportadora de eletrons, mais RNA ribossomicos (rRNAs) e 
RNAs transportadores (tRNAs). Outros genomas mitocondriais que permaneceram mais 
complexos tendem a conter este mesmo subconjunto de genes junto com outros (Figu- 
ra 14-60). Os genomas mitocondriais mais complexos incluem genes que codificam os 
componentes do sistema genetico mitocondrial, como subunidades de RNA polimerase 
e proteinas ribossomicas; esses mesmos genes sao encontrados no nucleo celular de le- 
veduras e de todas as celulas animais. 

As proteinas que sao codificadas pelos genes no DNA organelar sao sintetizadas 
nos ribossomos dentro da organela, usando RNA mensageiro (mRNA) produzido na or¬ 
ganela para especificar sua sequencia de aminoacidos (Figura 14-61). O trafego de pro- 
temas entre o citosol e essas organelas parece ser unidirecional: proteinas normalmente 
nao sao exportadas das mitocondrias ou dos cloroplastos para o citosol. Uma importante 
excegao ocorre quando uma celula esta prestes a sofrer apoptose. Como sera discutido 
em detalhes no Capitulo 18, durante a apoptose a mitocondria libera proteinas (sobre- 
tudo citocromo c ) do espago da crista atraves da membrana mitocondrial externa, como 
parte de uma via de sinalizagao elaborada que e desencadeada para levar as celulas a 
sofrerem a morte celular programada. 

A fissao e a fusao de mitocondrias sao processos 
topologicamente complexos 

Nas celulas de mamiferos, o DNA mitocondrial contribui com menos de 1% do DNA 
celular total. Em outras celulas, no entanto, como as folhas das plantas superiores ou 
os ovulos extremamente grandes dos anfibios, uma fragao muito maior do DNA celular 
pode estar presente nas mitocondrias ou nos cloroplastos (Tabela 14-2), e grande parte 
da smtese total de RNA e de proteinas ocorre nestas organelas. 

As mitocondrias e os cloroplastos sao grandes o suficiente para serem vistos por 
microscopia optica de celulas vivas. Por exemplo, as mitocondrias podem ser visua- 



Figura 14-60 Comparagao entre 
genomas mitocondriais. Genomas mi¬ 
tocondriais menos complexos codificam 
subconjuntos de proteinas e de RNAs 
ribossomicos que sao codificados por 
genomas mitocondriais maiores. Nesta 
comparagao, ha somente cinco genes que 
sao compartilhados pelos seis genomas 
mitocondriais; estes codificam RNAs ri¬ 
bossomicos (rns e ml), citocromo b (cob) e 
duas subunidades citocromo oxidase (cox7 
e cox3). Azul indica RNAs ribossomicos; 
verde, proteinas ribossomicas; e rnarrom, 
componentes da cadeia respiratoria e 
outras proteinas. (Adaptada de M.W. Gray, 
G. Burger e B.F. Lang, Science 283:1476- 
1481, 1999.) 
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Figura 14-61 Biogenese das proteinas 
da cadeia respiratoria nas mitocon- 
drias humanas. A maioria dos compo- 
nentes proteicos da cadeia respiratoria 
mitocondrial e codificada por DNA nuclear, 
com somente um pequeno numero codi- 
ficado pelo DNA mitocondrial (mtDNA). A 
transcrigao do mtDNA produz 13 mRNAs, 
todos os quais codificam subunidades do 
sistema de fosforilagao oxidativa, e os 24 
RNAs (22 RNAs mensageiros e 2 RNAs 
ribossomicos) necessarios para a tradugao 
desses mRNAs nos ribossomos mitocon- 
driais ( marrom ). 

Os mRNAs produzidos pela transcri¬ 
gao dos genes nucleares sao traduzidos 
nos ribossomos citoplasmaticos iyerde), 
que sao diferentes dos ribossomos mi- 
tocondriais. As proteinas mitocondriais 
codificadas pelo nucleo ( verde-escuro) sao 
importadas para dentro das mitocondrias 
atraves de duas proteinas translocases 
denominadas TOM e TIM, e constituem a 
vasta maioria das aproximadamente 1.000 
especies de proteinas diferentes presen- 
tes nas mitocondrias de mamfferos. As 
proteinas mitocondriais codificadas pelo 
nucleo em humanos incluem a maioria das 
subunidades do sistema de fosforilagao 
oxidativa, todas as proteinas necessa- 
rias para a expressao e manutengao do 
mtDNA, e todas as proteinas dos ribosso¬ 
mos mitocondriais. 

As subunidades codificadas pelo 
mtDNA ( laranja ) se arranjam junto com 
as subunidades nucleares para formar um 
sistema de fosforilagao oxidativa funcional. 
(Adaptada de N.G. Larsson, Annu. Rev. 
Biochem. 79:683-706, 2010.) 


Nucleo 



•••• -1.000 proteinas 

*••••, mitocondriais diferentes 
•***•*• codificadas pelo nucleo 

1 DNA mitocondrial 
(mtDNA) 



lizadas pela expressao celular de uma proteina mitocondrial ligada a uma proteina 
fluorescente (GFP) por fusao por engenharia genetica, ou as celulas podem ser in- 
cubadas com um corante fluorescente que e especificamente captado pelas mito¬ 
condrias por causa do seu potencial de membrana. Tais imagens demonstram que as 
mitocondrias das celulas vivas sao dinamicas - muitas vezes se dividindo por fissao, 
se fundindo e mudando de forma (Figura 14-62 e Animagao 14.12). A fissao das mi¬ 
tocondrias pode ser necessaria para que pequenas partes da rede possam destacar-se 
e alcangar regioes remotas da celula - por exemplo, nos finos e extensos dendritos e 
axonio de um neuronio. 

A fissao e a fusao das mitocondrias sao processos topologicamente complexos que 
devem garantir a integridade dos compartimentos mitocondriais separados definidos 
pelas membranas interna e externa. Esses processos controlam o numero e a forma das 
mitocondrias, que podem variar dramaticamente em tipos celulares diferentes, variando 
de multiplas organelas de formato esferico ou alongado a uma organela unica altamente 
ramificada com formato de rede denominada reticulo. Cada processo depende de seu 
proprio conjunto especial de proteinas. A maquina de fissao mitocondrial funciona pelo 
arranjo de GTPases relacionadas a dinamina (discutido no Capitulo 13) em oligome- 


J Quantidades relativas de DNA de organelas em alguns tipos de celulas e tecidos 

Tipo tecidual ou 

Organismo celular 

Moleculas de DNA 
por organela 

Organelas por celula 

Porcentagem de DNA das 
organelas em relagao ao 
DNA celular total 


DNA mitocondrial 


Camundongo 

Ffgado 

5-10 

1.000 

1 

Levedura* 

Vegetativo 

2-50 

1-50 

15 

Ra 

Ovulo 

5-10 

10 7 

99 


DNA de cloroplastos 


Chlamydomonas 

Vegetativo 

80 

1 

7 

Milho 

Folhas 

0-300** 

20-40 

0-15** 


*A grande variagao no numero e no tamanho das mitocondrias por celula, em leveduras, deve-se a fusao e a fissao das mitocondrias. **No milho, a quantidade 
de DNA de cloroplastos diminui acentuadamente nas folhas maduras, apos o termino das divisoes celulares: o DNA dos cloroplastos e degradado, e moleculas 
estaveis de mRNA se mantem para prover a sfntese de proteinas. 
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Figura 14-62 O retfculo mitocondrial e dinamico. (A) Nas celulas de levedura, as mitocondrias formam um reticulo continuo no lado 
citoplasmatico da membrana plasmatica (par estereo). (B) Um equilibrio entre fissao e fusao determina o arranjo das mitocondrias em 
diferentes celulas. (C) A microscopia de fluorescencia em intervalos de tempo mostra o comportamento dinamico da rede mitocondrial 
em uma celula de levedura. Alem das variagoes na forma, a rede e constantemente remodelada por fissao e fusao (.setas vermelhas). Estas 
imagens foram coletadas em intervalos de 3 minutos. (A e C, de J. Nunnari et al., Mol. Biol. Cell 8:1233-1242, 1997. Com permissao de 
American Society for Cell Biology.) 


ros helicoidais que causam constrigoes locais nas mitocondrias tubulares. A hidrolise 
do GTP gera, entao, a forga mecanica que corta as membranas mitocondriais interna e 
externa de uma so vez (Figura 14-63). A fusao mitocondrial requer duas maquinarias 
separadas, uma para a membrana externa e uma para a interna (Figura 14-64). Alem da 
hidrolise do GTP para a geragao de forga, ambos os mecanismos tambem dependem da 
forga motriz de protons por motivos ainda desconhecidos. 


As mitocondrias animais possuem o mais simples sistema 
genetico conhecido 

Comparagoes das sequencias de DNA em diferentes organismos revelam que nos ver- 
tebrados (incluindo nos mesmos) a taxa de mutagao durante a evolugao foi cerca de 
cem vezes maior no genoma mitocondrial do que no genoma nuclear. Tal diferenga 
provavelmente se deve a menor fidelidade de replicagao do DNA mitocondrial, reparo 
de DNA ineficiente, ou ambos, dado que os mecanismos que realizam esses processos 
na organela sao relativamente simples comparados aqueles do nucleo. Como discutido 
no Capitulo 4, a taxa relativamente alta de evolugao dos genes mitocondriais de ani¬ 
mais torna as comparagoes das sequencias de DNA mitocondrial especialmente uteis 
para estimar as datas de eventos evolutivos recentes, como as etapas da evolugao dos 
primatas. 

Existem 13 genes codificadores de protemas no DNA mitocondrial humano (Fi¬ 
gura 14-65). Eles codificam componentes hidrofobicos dos complexos da cadeia res- 
piratoria e ATP-sintase. Ao contrario, cerca de mil protemas mitocondriais sao codifica- 
das no nucleo, produzidas nos ribossomos citosolicos e importadas pela maquinaria de 
importagao de protemas nas membranas externa e interna (discutido no Capitulo 12). 
Foi sugerido que a produgao citosolica de protemas de membrana hidrofobicas e sua 
importagao para a organela poderiam representar um problema para a celula, e que esta 
seria a razao para seus genes terem permanecido na mitocondria. Entretanto, algumas 
das protemas mitocondriais mais hidrofobicas, como a subunidade c do anel rotor da 


Figura 14-63 Um modelo de divisao mitocondrial. A dinamina-1 ( amarelo) ocorre 
como dimeros no citosol, que formam grandes estruturas oligomericas em um processo 
que demanda a hidrolise de GTP. Os arranjos de dinamina interagem com a membrana 
mitocondrial externa atraves de proteinas adaptadoras especiais, formando uma espiral 
de dinamina e GTP ao redor da mitocondria, o que causa uma constrigao. Acredita-se 
que um evento combinado de hidrolise de GTP nas subunidades de dinamina produza as 
mudangas conformacionais que resultam na fissao. (Adaptada de S. Hoppins, L. Lackner e 
J. Nunnari, Annu. Rev. Biochem. 76:751-780, 2007.) 
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Figura 14-64 Um modelo de fusao 
mitocondrial. As fusoes das membranas 
mitocondriais externa e interna sao even- 
tos sequenciais coordenados, e cada um 
deles requer um conjunto separado de 
fatores proteicos. A fusao da membrana 
externa e causada por uma GTPase de 
membrana externa ( roxo ), que forma um 
complexo oligomerico que inclui subuni- 
dades ancoradas nas duas membranas a 
serem fundidas. A fusao das membranas 
externas requer GTP e um gradiente de H + 
atraves da membrana interna. Para a fusao 
da membrana interna, uma proteina rela- 
cionada a dinamina forma um complexo 
de aprisionamento oligomerico ( azul) que 
inclui subunidades ancoradas nas duas 
membranas internas a serem fundidas. A 
fusao das membranas internas requer GTP 
e o componente eletrico do potencial atra¬ 
ves da membrana interna. (Adaptada de 
S. Hoppins, L. Lackner e J. Nunnari, Annu. 
Rev. Biochem. 76:751-780, 2007.) 


Figura 14-65 Organizagao do genoma 
mitocondrial humano. 0 genoma mito¬ 
condrial humano de cerca de 16.600 pares 
de nucleotideos contem 2 genes de rRNA, 
22 genes de tRNA e 13 sequences codifi- 
cadoras de proteinas. Ha dois promotores 
transcricionais, um para cada fita de DNA 
mitocondrial (mtDNA). O DNA de varios 
outros genomas mitocondriais de animais 
foi completamente sequenciado. A maio- 
ria desses DNAs mitocondriais de animais 
codifica precisamente os mesmos genes 
que os humanos, com a ordem dos genes 
sendo identica nos animais, variando de 
peixes a mamiferos. 


ATP-sintase, sao importadas do citosol em algumas especies (embora, em outras, se- 
jam codificadas na mitocondria). E os parasitas Plasmodium falciparum e Leishmania 
tarentolae, que passam a maior parte dos seus ciclos de vida dentro das celulas dos seus 
organismos hospedeiros, mantiveram somente duas ou tres proteinas codificadas por 
mitocondrias. 

A variagao dos tamanhos dos DNAs mitocondriais e semelhante a dos DNAs 
virais. O DNA mitocondrial do Plasmodium falciparum (parasita humano causador 
da malaria) tern menos que 6 mil pares de nucleotideos, enquanto os DNAs mitocon¬ 
driais de algumas plantas terrestres contem mais de 300 mil pares de nucleotideos 
(Figura 14-66). Nos animais, o genoma mitocondrial e um simples circulo de DNA 
de cerca de 16.600 pares de nucleotideos (menos que 0,001% do genoma nuclear), 
e e quase do mesmo tamanho em organismos tao diferentes como a Drosophila e os 
ourigos-do-mar. 

As mitocondrias fazem uso flexivel dos codons e podem ter um 
codigo genetico variante 

O genoma mitocondrial humano possui muitas caracteristicas surpreendentes que o 
distinguem do nuclear, do cloroplasto e dos genomas bacterianos: 

1. Empacotamento genico denso. Diferentemente de outros genomas, o genoma mi¬ 
tocondrial humano parece conter quase nenhum DNA nao codificador: pratica- 
mente cada nucleotideo e parte de uma sequencia codificadora, seja para uma 
proteina ou para um dos rRNAs ou tRNAs. Como as sequencias se dispoem direta- 
mente umas apos as outras, ha pouco espago dispomvel para sequencias de DNA 
regulador. 

2. Uso flexivel dos codons. Enquanto 30 ou mais tRNAs especificam aminoacidos no 
citosol e nos cloroplastos, somente 22 tRNAs sao necessarios para a smtese mi¬ 
tocondrial das proteinas. As regras normais do pareamento codon-anticodon sao 
mais flexiveis nas mitocondrias, de forma que muitas moleculas de tRNA reconhe- 
cem qualquer um dos quatro nucleotideos da terceira posigao. Tal pareamento de 
“2 de 3" permite que um tRNA faga par com qualquer um de quatro codons e per- 
mite a smtese de proteinas com um mimero menor de moleculas de tRNA. 

3. Codigo genetico variante. Talvez mais surpreendentemente, comparagoes entre as 
sequencias dos genes mitocondriais e as sequencias de aminoacidos das proteinas 
correspondentes indiquem que o codigo genetico e diferente: 4 dos 64 codons tern 
“significados” diferentes daqueles mesmos codons em outros genomas (Tabela 14-3). 

A grande similaridade do codigo genetico em todos os organismos proporciona 
forte evidencia de que todos eles evoluiram a partir de um ancestral comum. Como, 
entao, explicamos diferengas encontradas no codigo genetico de muitas mitocondrias? 
Uma pista vem do achado de que o codigo genetico mitocondrial em diferentes orga¬ 
nismos nao e o mesmo. Na mitocondria com o maior niimero de genes, na Figura 14-60, 
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Rickettsia 


correspondente ao protozoario Reclinomonas, o codigo genetico nao apresenta modifi- 
cagoes em relagao ao codigo genetico padrao do nucleo celular. No entanto, UGA, um 
codon de terminagao para a maioria dos genomas, e lido como triptofano nas mitocon¬ 
drias de mamiferos, fungos e invertebrados. De forma semelhante, o codon AGG em ge- 
ral codifica arginina, mas codifica para parada nas mitocondrias de mamiferos e codifica 
uma serina nas mitocondrias de Drosophila (ver Tabela 14-3). Tal variagao sugere que 
modificagoes aleatorias possam ocorrer no codigo genetico das mitocondrias. Possivel- 
mente, o numero extraordinariamente pequeno de protemas codificadas pelo genoma 
mitocondrial permita que uma mudanga ocasional no significado de um codon raro seja 
toleravel, enquanto tal mudanga em um genoma maior alteraria a fungao de muitas pro¬ 
temas e ; como consequencia, destruiria a celula. 

De modo interessante, em muitas especies, um ou dois tRNAs para a smtese de 
protemas mitocondriais sao codificados no nucleo. Alguns parasitas, por exemplo, tripa- 
nossomos, nao mantiveram nenhum gene de tRNA no seu DNA mitocondrial. Ao con- 
trario, os tRNAs necessarios sao todos produzidos no citosol, e acredita-se que sejam 
importados para dentro da mitocondria por translocases de tRNA especiais que sao dis- 
tintas do sistema de importagao de protemas mitocondriais. 


Figura 14-66 Comparagao de varios 
tamanhos de genomas mitocondriais 
com o genoma de ancestrais bacte- 
rianos. As sequences completas de DNA 
para milhares de genomas mitocondriais 
foram determinadas. Os comprimentos de 
alguns desses DNAs mitocondriais estao 
mostrados em escala - em cfrculos para os 
genomas circulares e em linhas para os ge¬ 
nomas lineares. 0 circulo maior representa 
ogenomade Rickettsia prowazekii, uma 
pequena bacteria patogenica cujo genoma 
mais se assemelha ao das mitocondrias. 

0 tamanho dos genomas mitocondriais 
nao se correlaciona bem ao numero de 
proteinas codificadas por eles: enquanto 
o DNA mitocondrial humano codifica 
13 proteinas, o DNA mitocondrial de 
Arabidopsis thaliana, 22 vezes maior, co¬ 
difica somente 32 proteinas - isto e, cerca 
de 2,5 vezes o DNA mitocondrial humano. 
0 DNA extra que e encontrado em Arabi¬ 
dopsis, Marchantia e em mitocondrias de 
outras plantas pode ser "DNA lixo" (do 
ingles, junk DNA) - ou seja, DNA nao co- 
dificador e sem fungao aparente. 0 DNA 
mitocondrial do protozoario Reclinomonas 
americana tern 98 genes. (Adaptada de 
M.W. Gray, G. Burger e B.F. Lang, Science 
283:1476-1481, 1999.) 


Cloroplastos e bacterias compartilham muitas semelhangas 
impressionantes 

Os genomas dos cloroplastos das plantas terrestres variam em tamanhos que vao de 
70 mil a 200 mil pares de nucleotideos. Mais de 300 genomas de cloroplastos foram 
sequenciados ate o presente momento. Muitos sao surpreendentemente semelhan- 
tes, mesmo em plantas distantemente relacionadas (como tabaco e hepatica), e ate 
mesmo aqueles das algas verdes, que sao de relagao proxima (Figura 14-67). Os ge¬ 
nes de cloroplastos estao envolvidos em tres processos principals: transcrigao, tra- 
dugao e fotossintese. Os genomas dos cloroplastos vegetais em geral codificam de 80 
a 90 protemas e cerca de 45 RNAs, incluindo 37 ou mais tRNAs. Como nas mitocon- 



Algumas diferengas entre 
geneticos mitocondriais* 

o codigo "universal" e os codigos 

Codon 

Codigo 

"universal" 

Codigos mitocondriais 

Mamiferos 

Invertebrados 

Leveduras 

Plantas 

UGA 

DE PARADA 

Trp 

Trp 

Trp 

DE PARADA 

AUA 

lie 

Met 

Met 

Met 

lie 

CUA 

Leu 

Leu 

Leu 

Thr 

Leu 

AGA 

Arg 

DE PARADA 

Ser 

Arg 

Arg 

AGG 







*Vermelho italico indica que o codigo difere do codigo "universal". 
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drias, a maioria das proteinas codificadas pela organela e parte de complexos protei- 
cos maiores que tambem contem uma ou mais subunidades codificadas no nucleo e 
importadas do citosol. 

Os genomas de cloroplastos e bacterias apresentam semelhangas surpreenden- 
tes. As sequencias reguladoras basicas, como as promotoras e terminadoras de trans¬ 
crigao, sao quase identicas. As sequencias de aminoacidos das proteinas codificadas 
nos cloroplastos sao claramente reconhecidas como bacterianas, e varios grupos de 
genes com fungoes relacionadas (como aqueles que codificam proteinas ribossomi- 
cas) estao organizados da mesma forma nos genomas de cloroplastos, da bacteria Es¬ 
cherichia coli e de cianobacterias. 

Os mecanismos pelos quais os cloroplastos e as bacterias se dividem tambem sao 
semelhantes. Ambos utilizam proteinas FtsZ, que sao GTPases relacionadas a tubulinas 
e que se autoassociam (ver Capitulo 16). A FtsZ bacteriana e uma protema soluvel que se 
agrega em um anel dinamico de protofilamentos ligados a membrana abaixo da mem- 
brana plasmatica no meio da celula em divisao. O anel de FtsZ age como uma platafor- 
ma de recrutamento de outras proteinas de divisao celular e gera a forga contratil que 
resulta na constrigao da membrana e, por fim, na divisao celular. Presumivelmente, os 
cloroplastos se dividem do mesmo modo. Embora ambos utilizem GTPases que intera- 
gem com a membrana, os mecanismos pelos quais as mitocondrias e os cloroplastos se 
dividem sao fundamentalmente diferentes. A maquinaria para a divisao do cloroplasto 
age a partir de dentro, como nas bacterias, enquanto a GTPase semelhante a dinamina 
divide a mitocondria por fora (ver Figura 14-63). Os cloroplastos permaneceram mais 
perto das suas origens bacterianas do que as mitocondrias, uma vez que os mecanismos 
eucarioticos de constrigao da membrana e formagao de vesiculas foram adaptados para 
a fissao das mitocondrias. 

A edigao de RNA e o processamento de RNA que prevalecem nos cloroplastos se 
devem totalmente a seus hospedeiros eucarioticos. Esse processamento de RNA inclui 
a geragao dos terminais de transcrigao 5' e 3' e a clivagem de transcritos policistroni- 
cos. Alem disso, um processo de edigao de RNA converte residuos C especificamente 
em U e pode mudar a especificidade do aminoacido pelo codon editado. Estes e outros 
processos baseados em RNA sao catalisados por familias de proteinas que nao sao en- 
contradas em procariotos. Pode-se perguntar por que a expressao de tao poucos genes 
de cloroplastos precisa ser tao complexa. Uma explicagao e que a expressao dos genes do 
cloroplasto e do nucleo devem ser estreitamente coordenadas. Genericamente, o con- 
ceito bacteriano de um operon como um conjunto de genes corregulador em uma unica 
unidade de transcrigao foi amplamente abandonado para os cloroplastos. Os transcritos 


Figura 14-67 Organiza^ao do genoma 
dos cloroplastos da planta hepatica. 

A organizagao do genoma do cloroplasto 
e semelhante em todos os vegetais supe- 
riores, embora o tamanho varie de especie 
para especie - dependendo de quanto 
DNA circundante dos genes codificadores 
dos RNAs riboss6micos16S e 23S do cloro¬ 
plasto esteja presente em duas copias. 
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policistronicos sao clivados em fragmentos menores, que entao requerem splicing ou 
edigao do RNA para se tornarem funcionais. 

Os genes das organelas sao herdados por heranga materna em 
animais e plantas 

Em Saccharomyces cerevisiae (fermento [levedura] de pao), quando duas celulas ha- 
ploides se unem, elas sao iguais em tamanho e contribuem com quantidades iguais de 
DNA mitocondrial para o zigoto diploide. A heranga mitocondrial nas leveduras e, as- 
sim, biparental: ambos os progenitores contribuem igualmente para o conjunto de genes 
mitocondriais. Entretanto, durante o curso do crescimento assexuado e vegetativo sub- 
sequente, as mitocondrias comegam a ser distribuidas mais ou menos aleatoriamente 
para as celulas-filhas. Depois de algumas geragoes, as mitocondrias de uma dada celula 
contem apenas o DNA de uma ou de outra celula parental, pois somente uma peque- 
na amostra de DNA mitocondrial passa da celula-mae para o broto da celula-filha. Esse 
processo e conhecido como segregagao mitotica e origina uma forma distinta de heranga 
que e chamada de nao mendeliana, ou heranga citoplasmatica, ao contrario da heranga 
mendeliana dos genes nucleares. 

A heranga das mitocondrias nos animais e nas plantas e bastante diferente. Nesses 
organismos, o ovulo contribui com muito mais citoplasma para o zigoto do que o gameta 
masculino (espermatozoide nos animais e polen nos vegetais). Por exemplo, um ovocito 
humano tipico contem cerca de 100 mil copias de DNA mitocondrial materno, enquanto 
o espermatozoide contem apenas algumas. Alem disso, um processo ativo garante que 
as mitocondrias do espermatozoide nao entrem em competigao com as do ovulo. Com 
a maturagao dos espermatozoides, o DNA e degradado nas suas mitocondrias. As mito¬ 
condrias dos espermatozoides tambem sao especificamente reconhecidas e, entao, eli- 
minadas do ovulo fertilizado por autofagia de maneira quase igual a que as mitocondrias 
danificadas sao removidas (por ubiquitinagao seguida pela entrega aos lisossomos como 
discutido no Capitulo 13). Por causa desses dois processos, a heranga mitocondrial tanto 
em animais como em plantas e uniparental . Mais precisamente, o DNA mitocondrial 
passa de uma geragao para a proxima por heranga materna. 

Em cerca de dois tergos das plantas superiores, os precursores de cloroplastos do 
progenitor macho (contidos nos graos de polen) sao incapazes de entrar no zigoto, de 
modo que o DNA dos cloroplastos, como o das mitocondrias, e herdado maternalmente. 
Em outras plantas, os precursores dos cloroplastos dos graos de polen entram no zigoto, 
tornando a heranga do cloroplasto biparental. Nessas plantas, os cloroplastos defeitu- 
osos sao uma causa de variegagao: uma mistura de cloroplastos normais e defeituosos 
em um zigoto pode ser selecionada pela segregagao mitotica, durante o crescimento e o 
desenvolvimento vegetal, produzindo como consequencia um padrao de manchas ver- 
des e brancas alternadas nas folhas. As celulas da folha nas regioes verdes contem cloro¬ 
plastos normais, enquanto aquelas nas regioes brancas contem cloroplastos defeituosos 
(Figura 14-68). 

Mutagoes no DNA mitocondrial podem causar doengas 
hereditarias graves 

Em humanos, como explicamos, todo o DNA mitocondrial de um ovulo fertilizado e 
herdado da mae. Algumas maes carregam uma populagao mista tanto de genomas 
mitocondriais mutantes quanto normais. Os seus filhos e suas filhas herdarao essa 
mistura de DNAs mitocondriais mutantes e normais e serao saudaveis, a menos que 
o processo de segregagao mitotica resulte em uma predominance de mitocondrias 
defeituosas em um tecido em especial. Os sistemas muscular e nervoso estao em maior 
risco. Como elas precisam de particularmente grandes quantidades de ATP, as celulas 
musculares e nervosas sao particularmente dependentes do funcionamento completo 
das mitocondrias. 

Numerosas doengas humanas sao causadas por mutagoes no DNA mitocondrial. 
Tais doengas sao reconhecidas pela sua transmissao de maes afetadas tanto para as 



Figura 14-68 Uma folha variegada. Nas 

manchas brancas, as celulas da planta herda- 
ram cloroplastos defeituosos. (Cortesia de John 
Innes Foundation.) 
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suas filhas quanto para os seus filhos, com as filhas, mas nao os filhos, gerando criangas 
com a mesma doenga. Como esperado pela natureza aleatoria da segregagao mitotica, 
os sintomas dessas doengas variam muito entre diferentes membros da familia - in- 
cluindo nao somente a gravidade e a idade da manifestagao, mas tambem o tipo de 
tecido afetado. Tambem ha doengas mitocondriais que sao causadas por mutagoes em 
proteinas mitocondriais codificadas no nucleo; essas doengas sao herdadas da forma 
mendeliana regular. 

0 acumulo de mutagoes no DNA mitocondrial e um contribuinte 
para o envelhecimento 

As mitocondrias sao maravilhas de eficiencia na conversao de energia, e elas suprem as 
celulas do nosso corpo com fonte de energia prontamente dispomvel na forma de ATP. 
Porem, em animais altamente desenvolvidos e de vida longa, como nos, as celulas do 
corpo envelhecem e, por fim, morrem. Um fator nesse processo inevitavel e o acumulo 
de delegoes e mutagoes pontuais no DNA mitocondrial. Danos oxidativos a celula cau- 
sados pelas especies reativas de oxigenio ( ROS , do ingles, reactive oxigen species ) como 
H 2 0 2 , superoxido ou radicais hidroxila, tambem aumentam com a idade. A cadeia res¬ 
piratoria mitocondrial e a principal fonte de ROS nas celulas animais, e os animais nos 
quais a superoxido dismutase - a principal limpadora de ROS - foi suprimida morrem 
prematuramente. 

Os sistemas de replicagao e reparo de DNA menos complexos nas mitocondrias 
significam que acidentes sao corrigidos com menos eficiencia. Isso resulta em uma 
ocorrencia de delegoes e mutagoes pontuais cem vezes mais alta do que no DNA nu¬ 
clear. A modelagem matematica sugere que a maioria dessas mutagoes e lesoes sejam 
adquiridas na infancia ou inicio da vida adulta, e entao se proliferam por expansao 
clonal posteriormente na vida. Devido a segregagao mitotica, algumas celulas acu- 
mularao niveis mais altos de DNA mitocondrial defeituoso do que outras. Acima de 
um limiar, deficiencias graves na fungao da cadeia respiratoria se desenvolverao, pro- 
duzindo celulas que sao senescentes. Em muitos orgaos do corpo humano, as celulas 
senescentes com altos niveis de dano no DNA mitocondrial estao misturadas com as 
celulas normais, resultando em um mosaico de celulas com e sem deficiencia na ca¬ 
deia respiratoria. 

O papel principal da fusao mitocondrial na fisiologia celular e, provavelmente, ga- 
rantir uma distribuigao parelha de DNA mitocondrial por todo o reticulo mitocondrial e 
prevenir o acumulo de DNA danificado em uma parte da rede. Quando a maquinaria de 
fusao esta defeituosa, o DNA de um subconjunto de mitocondrias na celula e perdido. 
A perda de DNA mitocondrial leva a uma perda da fungao da cadeia respiratoria e pode 
causar doenga. 

Todas as consideragoes recem-discutidas sugeriram, para alguns cientistas, que as 
alteragoes em nossas mitocondrias sejam grandes contribuintes do envelhecimento hu¬ 
mano. Entretanto, ha muitos outros processos que tendem a dar errado a medida que as 
celulas e tecidos envelhecem, como se pode esperar, dada a incrivel complexidade da bio- 
logia celular humana. Apesar de intensa pesquisa, a questao permanece sem resolugao. 

Por que as mitocondrias e os cloroplastos mantem um sistema 
separado dispendioso para a transcrigao e tradugao do DNA? 

Por que as mitocondrias e os cloroplastos necessitam de sistemas geneticos proprios e 
separados, enquanto outras organelas que dividem o mesmo citoplasma, como pero- 
xissomos e lisossomos, nao? A questao nao e simples, pois a manutengao de um siste¬ 
ma genetico separado e dispendiosa: mais de 90 proteinas - incluindo muitas proteinas 
ribossomicas, aminoacil-tRNA sintetases, DNA-polimerase, RNA-polimerase e enzimas 
de processamento e de modificagao de RNA - devem ser codificadas por genes nucleares 
especificamente para tal proposito. Alem disso, como vimos, o sistema genetico mito¬ 
condrial ocasiona o risco de envelhecimento e doenga. 

Uma possivel razao para a manutengao desse arranjo custoso e potencialmente 
perigoso e a natureza altamente hidrofobica das proteinas nao ribossomicas codifi- 
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cadas pelos genes das organelas. Isso pode deixar sua produgao no citoplasma e im- 
portagao simplesmente dificil demais e com consumo de energia excessivo. Tambem 
e possivel que a evolugao (e eventual eliminagao) de sistemas geneticos organelares 
ainda esteja em andamento, mas, ate o momento, nao ha alternativa para a celula a 
nao ser manter sistemas geneticos separados para seus genes nucleares, mitocondriais 
e de cloroplastos. 

Resumo 

As mitocondrias sao organelas que permitem que os eucariotos realizem a fosforilagao 
oxidativa, enquanto os cloroplastos sao organelas que permitem que os vegetais reali¬ 
zem a fotossintese. Presumivelmente como resultado de suas origens procarioticas, cada 
organela se mantem e se reproduz por um processo altamente coordenado que requer a 
contribuigao de dois sistemas geneticos separados - um na organela e outro no nucleo. A 
grande maioria das proteinas nessas organelas e codificada pelo DNA nuclear, sintetizada 
no citosol e, entao, individualmente importada para as organelas. Outras proteinas da or¬ 
ganela, assim como os RNAs ribossomico e transport adores das organelas, sao codificados 
pelo DNA da organela; estes sao sintetizados na propria organela. 

Os ribossomos dos cloroplastos se parecem muito com os ribossomos bacterianos, 
ao passo que a origem dos ribossomos mitocondriais e mais dificil de tragar. Semelhangas 
proteicas extensas, entretanto, sugerem que ambas as organelas se originaram quando 
uma celula primitiva eucaridtica entrou em uma relagao endossimbiotica estavel com 
uma bacteria. Embora alguns dos genes desta bacteria precedente ainda funcionem para 
produzir as proteinas e o RNA da organela, a maioria dos genes foi transferida para den- 
tro do genoma nuclear, onde eles codificam enzimas semelhantes as de bacterias que sao 
sintetizadas nos ribossomos citosolicos e, entao, importadas para dentro da organela. 
Os processos de replicagao e reparo do DNA mitocondrial sao substancialmente menos 
efetivos do que os processos correspondentes no nucleo celular. Os danos, dessa forma, 
acumulam-se no genoma das mitocondrias com o tempo; tais danos podem contribuir de 
maneira substancial para o envelhecimento das celulas e dos organismos, podendo causar 
doengas graves. 


OQUE NAO SABEMOS 

• Que estruturas sao necessarias 
para formar as barreiras que sepa- 
ram e mantem dommios de mem- 
brana diferenciados em uma unica 
membrana continua - como para 
a crista e o limite interno da mem¬ 
brana nas mitocondrias? 

• Como uma celula eucariotica re- 
gula as diversas fungoes da mito- 
condria, incluindo a produgao de 
ATP? 

• Quais sao as origens e a historia 
evolutiva dos complexos fotos- 
sintetizantes? Existem tipos de 
fotossintese nao descobertos na 
Terra para ajudar a responder esta 
questao? 

• Por que a taxa de mutagao e tao 
maior nas mitocondrias do que no 
nucleo (e cloroplastos)? Essa alta 
taxa poderia ter sido util para a 
celula? 

• Que mecanismos e vias foram uti- 
lizados durante a evolugao para 
transferir genes das mitocondrias 
para o nucleo? 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

14-1 Os tres complexos enzimaticos respiratorios na mem¬ 
brana interna da mitocondria tendem a se associar um com 
o outro de maneiras que facilitam a transference correta de 
eletrons entre os complexos apropriados. 

14-2 O numero de subunidades c no anel rotor de ATP-sin- 
tase define quantos protons precisam passar pela turbina 
para produzir cada molecula de ATP. 

14-3 As mutagoes que sao herdadas de acordo com as re- 
gras mendelianas afetam os genes nucleares; mutagoes cuja 
heranga viola as regras mendelianas provavelmente afetam 
genes de organelas. 

Discuta as questdes a seguir. 

14-4 Na decada de 1860, Louis Pasteur observou que, 
quando adicionava 0 2 a uma cultura de leveduras em cres- 
cimento anaerobico com glicose, a velocidade de consumo 
de glicose diminuia drasticamente. Explique a base para esse 
resultado, que e conhecido como efeito Pasteur. 

14-5 O musculo cardiaco consegue a maior parte do ATP 
necessario para dar forga as suas contragoes contmuas por 
meio da fosforilagao oxidativa. Quando oxida glicose para 
C0 2 , o musculo cardiaco consome 0 2 a uma velocidade de 


10 |jimol/min por grama de tecido para repor o ATP usado na 
contragao e ficar com uma concentragao de ATP em estado 
basal de 5 |jimol/g de tecido. Nessa velocidade, quantos se- 
gundos o coragao levaria para consumir uma quantidade de 
ATP igual aos seus niveis do estado basal? (A oxidagao com- 
pleta de uma molecula de glicose para C0 2 gera 30 ATPs, 26 
dos quais sao derivados da fosforilagao oxidativa usando os 
12 pares de eletrons capturados nos carreadores de eletrons 
NADH e FADH 2 .) 

14-6 Tanto H + quanto Ca 2+ sao ions que se movem pelo ci¬ 
tosol. Por que o movimento dos ions H + e tao mais rapido do 
que os ions Ca 2+ ? Como voce supoe que a velocidade desses 
dois ions seja afetada pelo congelamento da solugao? Voce 
esperaria que eles se movessem mais rapido ou mais deva- 
gar? Explique a sua resposta. 

14-7 Se mitocondrias isoladas sao incubadas com uma 
fonte de eletrons como o succinato, mas sem oxigenio, os 
eletrons entram na cadeia respiratoria, reduzindo cada um 
dos carreadores de eletrons quase completamente. Quando 
o oxigenio e entao introduzido, os carreadores tornam-se 
oxidados em diferentes velocidades (Figura Q14-1). Como 
esse resultado permite a voce ordenar os carreadores de ele¬ 
trons na cadeia respiratoria? Qual e a sua ordem? 
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Figura Q14-1 Analise 
espectrofotometrica ra- 
pida das velocidades de 
oxidagao dos carreadores 
de eletrons na cadeia res- 
piratoria. Os citocromos 
a e a 3 nao podem ser dis- 
tinguidos e por isso estao 
listados como citocromo 
(a + a 3 ). 

Tempo 

14-8 Em geral, o fluxo de eletrons para 0 2 esta estritamen- 
te ligado a produgao de ATP via gradiente eletroquimico. Se 
a ATP-sintase for inibida, por exemplo, os eletrons nao fluem 
para a cadeia transportadora de eletrons e a respiragao cessa. 
Desde os anos de 1940, diversas substancias - como 2,4-dini- 
trofenol - sao conhecidas por desacoplar o fluxo de eletrons 
da sintese de ATP. O dinitrofenol ja foi prescrito como farma- 
co para auxiliar na perda de peso. Como um desacoplador da 
fosforilagao oxidativa promove a perda de peso? Que explica- 
gao voce daria para o dinitrofenol nao ser mais prescrito? 

14-9 Em mitocondrias do figado, respirando ativamente, o 
pH na matriz e cerca de meia unidade de pH mais alta do 
que no citosol. Assumindo que o citosol tern pH 7 e a matriz 
e uma esfera com um diametro de 1 pim ( V= [4/3]nr 3 ), cal- 
cule o niimero total de protons na matriz das mitocondrias 
respirando no figado. Se a matriz inicia com um pH 7 (igual 
ao do citosol), quantos protons teriam que ser bombeados 
para fora para estabilizar a matriz em pH 7,5 (uma diferenga 
de 0,5 unidade de pH)? 

14-10 A ATP-sintase e o menor motor rotativo do mundo. 
A passagem de ions H + pela porgao da ATP-sintase embebida 
na membrana (componente F 0 ) causa rotagao da subunida- 
de 7 semelhante a um eixo central e unica dentro do grupo 
cabega. A cabega tripartida e composta de tres dimeros a(3, 
cuja subunidade (3 e responsavel pela sintese de ATP. A rota¬ 
gao da subunidade 7 induz mudangas conformacionais nos 
dimeros a (3 que permitem que ADP e Pi sejam convertidos 
em ATP. Varias evidencias indiretas sugeriram a catalise rota- 
tiva pela ATP-sintase, mas e preciso ver para crer. 

Para demonstrar o movimento rotativo, uma forma 
modificada do complexo a 3 (3 3 7 foi utilizada. As subunidades 
(3 foram modificadas para serem firmemente ancoradas a 
um suporte solido, e a subunidade 7 foi modificada (na ter- 
minagao que em geral se insere no componente F 0 na mem¬ 
brana interna) para poder-se anexar um filamento de acti- 
na com marcagao fluorescente prontamente visivel (Figura 
Q14-2A). Este arranjo permite que as rotagoes da subunida¬ 
de 7 sejam visualizadas como revolugoes do longo filamento 
de actina. Nesses experimentos, a ATP-sintase foi estudada 
pelo reverso do seu mecanismo normal por permitir que ela 
hidrolisasse ATP. Em baixas concentragoes de ATP, foi obser- 
vado que o filamento de actina gira em passos de 120° e en- 
tao pausa por periodos variados de tempo, como mostrado 
na Figura Q14-2B. 



(A) Diregao de rotagao 



(B) 



Figura Q14-2 Montagem experimental para observar a rotagao da subuni¬ 
dade 7 da ATP-sintase. (A) Complexo a 3 p 3 7 imobilizado. As subunidades |3 
sao ancoradas a um suporte solido, e um filamento fluorescente de actina e 
ligado a subunidade 7 . (B) Revolugao em etapas do filamento de actina. 0 
trago indicado e um exemplo tipico de um experimento. A insergao mostra 
as posigoes no giro onde 0 filamento de actina pausa. (B, de R. Yasuda et al. 
Cell 93:1 117-1 124, 1998. Com permissao de Elsevier.) 


A. Por que cada filamento de actina gira em passos com 
pausas no meio? A que essa rotagao corresponde em termos 
da estrutura do complexo a 3 (3 3 7? 

B. Em seu modo de operagao normal dentro da celula, 
quantas moleculas de ATP voce sup be que sao sintetizadas 
para cada rotagao completa de 360° da subunidade 7? Expli- 
que a sua resposta. 

14-11 Quanta energia esta dispomvel na luz visivel? Quan¬ 
ta energia a luz solar emite sobre a Terra? Quao eficientes 
sao as plantas na conversao de energia luminosa em energia 
quimica? As respostas para essas questoes fornecem um im- 
portante cenario para o assunto de fotossmtese. 

Cada quantum ou foton de luz tern energia hv, onde 
he a constante de Planck (6,6 x 10 37 kj s/foton) ei/ea fre- 
quencia em s -1 . A frequencia da luz e igual a c/\, onde c e a 
velocidade da luz (3,0 x 10 17 nm/s) e X e o comprimento de 
onda em nm. Assim, a energia ( E ) do foton e 

E-hv- hc/X 


A. Calcule a energia de um mol de fotons (6 x 10 23 fotons/ 
mol) a 400 nm (luz violeta), a 680 nm (luz vermelha) e a 800 
nm (infravermelho proximo). 

B. A luz do sol atinge a Terra a uma velocidade de cerca de 
1,3 lcf/s por metro quadrado. Assumindo, para proposito de 
calculo, que a luz do sol consiste em luz monocromatica com 
comprimento de onda de 680 nm, quantos segundos levaria 
para que 1 mol de fotons atingisse 1 metro quadrado? 
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C. Assumindo que fossem necessarios oito fotons para fi- 
xar uma molecula de C0 2 como carboidrato sob condigoes 
otimas (8 a 10 fotons e o valor aceito atualmente), calcule 
quanto tempo levaria para um tomateiro, com uma area de 
folhas de 1 metro quadrado, fazer 1 mol de glicose a partir de 
C0 2 . Suponha que os fotons atingem as folhas na velocidade 
calculada acima e que todos os fotons sao absorvidos e usa- 
dos para fixar C0 2 . 

D. Se sao usados 468 lcj/mol para fixar 1 mol de C0 2 em 
carboidrato, qual e a eficiencia da conversao de energia lu- 
minosa em energia quimica apos a captagao dos fotons? Su¬ 
ponha novamente que oito fotons de luz vermelha (680 nm) 
sao necessarios para fixar uma molecula de C0 2 . 

14-12 Nos cloroplastos, os protons sao bombeados para 
fora do estroma atraves da membrana tilacoide, enquanto 
nas mitocondrias eles sao bombeados para fora da matriz 
atraves da membrana da crista. Explique como esse arranjo 
permite que os cloroplastos gerem um gradiente de protons 
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Sinalizagao celular 

Quando o ambiente muda, as celulas respondem. Cada celula, desde a bacteria mais 
simples a celula eucariotica mais sofisticada, monitora seu meio interno e externo, pro- 
cessa a informagao adquirida e responde de forma adequada. Os organismos unicelula- 
res, por exemplo, alteram seu comportamento em resposta a alteragoes nos nutrientes 
ou a toxinas. As celulas dos organismos multicelulares detectam e respondem a incon- 
taveis sinais intra e extracelulares que controlam seu crescimento, divisao e diferencia- 
gao durante o desenvolvimento, bem como seu comportamento em tecidos adultos. No 
centro de todos esses sistemas de comunicagao, estao protemas que produzem sinais 
quimicos, que sao enviados de um lugar a outro no corpo ou dentro de uma celula, sendo 
geralmente processados ao longo do trajeto e integrados com outros sinais para realizar 
uma comunicagao clara e efetiva. 

O estudo da sinalizagao celular esta tradicionalmente focado nos mecanismos pe- 
los quais as celulas eucarioticas se comunicam umas com as outras pelo uso de molecu- 
las de sinalizagao extracelular, como hormonios e fatores de crescimento. Neste capitulo, 
descreveremos as caracteristicas de alguns desses sistemas de comunicagao celula-ce- 
lula e os usaremos para ilustrar os principios gerais pelos quais qualquer sistema regu- 
lador, fora ou dentro da celula, e capaz de gerar, processar e responder a sinais. Nosso 
foco principal sao as celulas animais, mas encerraremos considerando as caracteristicas 
especiais da sinalizagao nas plantas. 

PRINCIPIOS DA SINALIZACAO CELULAR 

Muito tempo antes de os seres multicelulares circularem na Terra, os organismos uni- 
celulares ja haviam desenvolvido mecanismos para responder as mudangas fisicas e 
quimicas no seu ambiente. Estes certamente incluem mecanismos de resposta a pre- 
senga de outras celulas. As evidencias provem de estudos dos organismos unicelulares 
atuais, como bacterias e leveduras. Apesar de essas celulas terem vidas quase total- 
mente independentes, elas podem se comunicar e influenciar seu comportamento de 
forma mutua. Muitas bacterias, por exemplo, respondem a sinais quimicos que sao se- 
cretados por suas vizinhas e se acumulam em densidade populacional mais alta. Esse 
processo, chamado de percepgao do numero de celulas, permite as bacterias coorde- 
nar seu comportamento, incluindo mobilidade, produgao de antibioticos, formagao 
de esporos e conjugagao sexual. Similarmente, as celulas de leveduras se comunicam 
umas com as outras na preparagao para o acasalamento. A levedura Saccharomyces 
cerevisiae constitui um exemplo bem documentado: quando um individuo haploide 
esta pronto para acasalar, ele secreta um fator de acasalamento peptidico que sinaliza 
para as celulas do “sexo" oposto pararem de proliferar e se prepararem para o acasa¬ 
lamento. A fusao subsequente de duas celulas haploides de sexo oposto produz um 
zigoto diploide. 

A comunicagao intercelular alcangou um nivel de complexidade surpreendente 
durante a evolugao dos organismos multicelulares. Esses organismos sao comunidades 
de celulas firmemente unidas nas quais o bem-estar das celulas individuals e frequente- 
mente posto de lado em beneficio do organismo como um todo. Os sistemas complexos 
de comunicagao intercelular evoluiram para permitir a colaboragao e a coordenagao de 
diferentes tipos de celulas e tecidos. Os complexos arranjos de sistemas de sinalizagao 
controlam todas as caracteristicas concebiveis da fungao das celulas e dos tecidos duran¬ 
te o desenvolvimento e no individuo adulto. 

A comunicagao entre as celulas em organismos multicelulares e mediada, princi- 
palmente, por moleculas de sinalizagao extracelular. Algumas delas atuam a longas 
distancias, sinalizando para celulas distantes; outras sinalizam apenas para celulas vi¬ 
zinhas. A maioria das celulas em um organismo multicelular emite e recebe sinais. A 
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Figura 15-1 Via de sinalizagao 
intracelular simples, ativada por uma 
molecula de sinalizagao extracelular. A 

molecula de sinalizagao geralmente se liga 
a uma proteina receptora que esta inserida 
na membrana plasmatica da celula-alvo. 

0 receptor ativa uma ou mais vias de sina¬ 
lizagao intracelular, envolvendo uma serie 
de proteinas de sinalizagao. No final, uma 
ou mais dessas proteinas alteram a ativi- 
dade de proteinas efetoras, modificando, 
assim, o comportamento da celula. 
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recepgao dos sinais depende das proteinas receptoras, geralmente (mas nem sempre) 
localizadas na superficie celular, as quais as moleculas de sinalizagao se ligam. A liga- 
gao ativa o receptor, o qual, por sua vez, ativa uma ou mais vias ou sistemas de sinali- 
zagao intracelular. Esses sistemas dependem de proteinas sinalizadoras intracelulares, 
que processam o sinal dentro da celula receptora e o distribuem para os alvos intrace¬ 
lulares apropriados. Os alvos localizados na porgao final das vias de sinalizagao geral¬ 
mente sao denominados proteinas efetoras , as quais sao, de alguma forma, alteradas 
pelo sinal recebido e implementam a alteragao adequada no comportamento celular. 
Dependendo do sinal, do tipo e do estado da celula que o recebe, esses efetores podem 
ser reguladores de transcrigao, canais ionicos, componentes de uma via metabolica ou 
partes do citoesqueleto (Figura 15-1). 

As caracteristicas fundamentais da sinalizagao celular foram conservadas ao 
longo da evolugao dos eucariotos. Nas leveduras, por exemplo, a resposta ao fator de 
acasalamento depende de proteinas receptora na superficie celular, das proteinas in¬ 
tracelulares de ligagao a GTP e das proteinas-cinase que estao relacionadas a proteinas 
com fungao similar nas celulas animais. Contudo, devido a duplicagao e a divergencia 
genicas, os sistemas de sinalizagao das celulas animais tornaram-se muito mais ela- 
borados do que os das leveduras; o genoma humano, por exemplo, contem mais de 
1.500 genes que codificam proteinas receptoras, e o numero de proteinas receptoras 
diferentes e ainda mais aumentado pelo splicing alternativo do RNA e por modifica- 
goes pos-traducionais. 

Os sinais extracelulares podem atuar em distances curtas 
ou longas 

Muitas moleculas de sinalizagao extracelulares permanecem ligadas a superficie das ce¬ 
lulas e influenciam somente as celulas que estabelecem contato (Figura 15-2A). Essa 
sinalizagao dependente de contato e importante, especialmente durante o desenvolvi- 
mento e na resposta imune. Durante o desenvolvimento, essa sinalizagao as vezes pode 
atuar em distancias relativamente longas se as celulas que se comunicam estenderem 
longos prolongamentos finos para fazer contato umas com as outras. 





















CAPITUL0 15 Sinalizagao celular 815 





Figura 15-2 Quatro formas de sinali¬ 
zagao intercelular. (A) A sinalizagao de- 
pendente de contato requer que as celulas 
estejam em contato direto membrana- 
-membrana. (B) A sinalizagao paracrina 
depende de mediadores locais que sao 
liberados no espago extracelular e agem 
sobre as celulas vizinhas. (C) A sinalizagao 
sinaptica e realizada por neuronios que 
transmitem sinais eletricos ao longo de 
seus axonios e liberam neurotransmissores 
nas sinapses, que frequentemente estao 
localizadas longe do corpo celular neuro¬ 
nal. (D) A sinalizagao endocrina depende 
das celulas endocrinas que secretam 
hormonios para a corrente sanguinea, de 
onde sao distribuidos para todo o corpo. 
Muitas moleculas sinalizadoras de um 
mesmo tipo participam nas sinalizagoes 
paracrina, sinaptica e endocrina: as dife- 
rengas basicas estao na velocidade e na se- 
letividade com que os sinais sao enviados 
para seus alvos. 


Na maioria dos casos, contudo, as celulas sinalizadoras secretam moleculas para 
o fluido extracelular. Com frequencia, as moleculas secretadas sao mediadores locais, 
que atuam somente sobre as celulas no ambiente da celula sinalizadora. Isso se chama 
sinalizagao paracrina (Figura 15-2B). Geralmente, nessa sinalizagao, as celulas sinali¬ 
zadoras e as celulas-alvo sao de tipos celulares diferentes, mas tambem podem produzir 
sinais aos quais elas mesmas respondem: a isso se denomina sinalizagao autocrina. As 
celulas cancerosas, por exemplo, frequentemente produzem sinais extracelulares que 
estimulam sua propria sobrevivencia e proliferagao. 

Os organismos multicelulares grandes como os humanos requerem mecanismos 
de sinalizagao de longo alcance para coordenar o comportamento de celulas em partes 
distantes do corpo. Assim, desenvolveram tipos celulares especializados na comunicagao 
intercelular a grandes distancias. Os mais sofisticados sao as celulas nervosas, ou neuro¬ 
nios, que estendem longos prolongamentos (axonios) que lhes permitem entrar em conta¬ 
to com celulas-alvo distantes, onde os prolongamentos terminam em sitios de transmissao 
de sinais especializados conhecidos como sinapses quimicas. Quando um neuronio e ati- 
vado por estimulos de outras celulas nervosas, ele envia impulsos eletricos (potenciais de 
agao) ao longo do seu axonio; quando o impulso desse tipo alcanga a sinapse na extremi- 
dade do axonio, desencadeia a secregao de um sinal quimico que atua como neurotrans- 
missor. A estrutura altamente organizada da sinapse assegura que o neurotransmissor 
seja liberado especificamente aos receptores na celula-alvo pos-sinaptica (Figura 15-2C). 
Os detalhes desse processo de sinalizagao sinaptica sao discutidos no Capitulo 11. 

Uma estrategia bem diferente de sinalizagao a longas distancias utiliza as celulas 
endocrinas, que secretam suas moleculas sinalizadoras, chamadas hormonios, na cor¬ 
rente sanguinea. Esta se encarrega de transporta-las por todo o corpo, permitindo que 
atuem sobre as celulas-alvo que podem estar em qualquer lugar do corpo (Figura 15-2D). 

As moleculas de sinalizagao extracelular se ligam a receptores 
especfficos 

Nos animais multicelulares, as celulas se comunicam por meio de centenas de tipos di¬ 
ferentes de moleculas de sinalizagao extracelular. Estas incluem proteinas, peptideos 
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(A) RECEPTORES DE SUPERFICIE CELULAR 



sinalizagao hidrofflica Celula-alvo 

(B) RECEPTORES INTRACELULARES 

Pequena molecula de 



Figura 15-3 Ligagao de moleculas de si¬ 
nalizagao extracelular aos receptores de 
superficie e intracelulares. (A) A maioria das 
moleculas de sinalizagao e hidrofflica e, por 
isso, incapaz de atravessar a membrana da 
celula-alvo; elas se ligam a receptores de super- 
ffcie que, por sua vez, geram sinais no interior 
da celula-alvo (ver Figura 15-1). (B) Em contras- 
te, algumas moleculas de sinalizagao pequenas 
se difundem atraves da membrana plasmatica 
e se ligam a proteinas receptoras no interior da 
celula-alvo - no citosol ou no nucleo (conforme 
mostrado na figura). Muitas dessas moleculas 
pequenas sao hidrofobicas e pouco soluveis em 
solugoes aquosas; por isso, sao transportadas, 
na corrente sanguinea ou em outros fluidos 
extracelulares, ligadas a proteinas carreadoras, 
das quais se dissociam antes de entrar na 
celula-alvo. 


pequenos, aminoacidos, nucleotideos, esteroides, retinois, moleculas derivadas de aci- 
dos graxos, e mesmo gases dissolvidos, como oxido mtrico e monoxido de carbono. A 
maioria dessas moleculas e liberada pela celula sinalizadora no espago extracelular por 
exocitose, conforme discutido no Capitulo 13. Algumas, contudo, sao enviadas por di- 
fusao atraves da membrana celular, enquanto outras sao expostas na superficie externa 
da celula e permanecem ligadas a ela, sinalizando para outras celulas somente quando 
entram em contato. As protemas-sinal transmembrana podem agir dessa forma ou, seus 
dommios extracelulares podem ser liberados da superficie da celula sinalizadora por cli- 
vagem proteolitica e atuar a distancia. 

Independentemente da natureza do sinal, a celula-alvo responde por meio de um 
receptor, ao qual a molecula de sinalizagao se liga, iniciando uma resposta na celula-al¬ 
vo. O sitio de ligagao do receptor possui uma estrutura complexa que e organizada para 
reconhecer, com alta especificidade, a molecula de sinalizagao, ajudando a assegurar 
que o receptor responda ao sinal adequado e nao as muitas moleculas sinalizadoras pre- 
sentes no ambiente da celula. Muitas moleculas sinalizadoras agem em concentragoes 
muito baixas (< 10 8 M) e seus receptores geralmente se ligam a elas com alta afinidade 
(constante de dissociagao K d < 10~ 8 M; ver figura 3-44). 

Na maioria dos casos, os receptores sao proteinas transmembrana expostas na su¬ 
perficie da celula-alvo. Ao se ligarem a uma molecula de sinalizagao extracelular (um 
ligante), esses receptores sao ativados e geram uma cascata de sinais intracelulares, que 
alteram o comportamento da celula. Em outros casos, os receptores proteicos sao intra¬ 
celulares, e a molecula de sinalizagao tern que penetrar na celula-alvo para se ligar a eles: 
isso requer que ela seja suficientemente pequena e hidrofobica para que possa se difun- 
dir atraves da membrana plasmatica (Figura 15-3). Este capitulo enfoca principalmente 
a sinalizagao por meio de receptores de superficie celular, mas, no final, faremos uma 
breve descrigao da sinalizagao por meio de receptores intracelulares. 

Cada celula esta programada para responder a combinagoes 
especfficas de sinais extracelulares 

Uma celula tipica em um organismo multicelular esta exposta a centenas de moleculas 
de sinalizagao diferentes em seu ambiente. Essas moleculas podem ser soluveis, ligadas 
a matriz extracelular ou, ainda, ligadas a superficie de uma celula vizinha; elas podem 
ser estimuladoras ou inibidoras; podem atuar em inumeraveis combinagoes diferentes; 
e podem influenciar praticamente qualquer aspecto do comportamento celular. A celula 
responde a essa gama de sinais de modo seletivo, em grande parte por expressar somen¬ 
te aqueles receptores e sistemas de sinalizagao intracelular que respondem aos sinais 
que sao necessarios para a regulagao dessa celula. 

A maioria das celulas responde a muitos sinais diferentes do ambiente, e alguns 
deles podem influenciar a resposta a outros sinais. Um dos grandes desafios da biologia 
celular consiste em determinar como uma celula integra todas essas informagoes para 
tomar suas decisoes - dividir-se, locomover-se, diferenciar-se, e assim por diante. Muitas 
celulas, por exemplo, exigem uma combinagao especifica de fatores extracelulares de so- 
brevivencia para permitir que continuem vivas; uma vez privadas desses sinais, as celu¬ 
las ativam um programa suicida e se matam - normalmente por apoptose, uma forma de 
morte celular programada , conforme discutido no Capitulo 18. A proliferagao depende, 
com frequencia, de uma combinagao de sinais que promovem a divisao celular easo- 
brevivencia, bem como de sinais que estimulem o crescimento celular (Figura 15-4). Por 
outro lado, a diferenciagao para um estado de nao divisao (chamado de diferenciagao 
terminal) com frequencia exige uma combinagao diferente de sinais de sobrevivencia e 
diferenciagao que deve suplantar qualquer sinal para divisao celular. 

Em principio, as centenas de moleculas de sinalizagao que os animais produzem 
podem ser usadas para criar um niimero quase ilimitado de combinagoes para controlar 
de uma maneira altamente especifica os diferentes comportamentos de suas celulas. Um 
numero relativamente pequeno de tipos de moleculas de sinalizagao e de receptores e 
suficiente. A complexidade encontra-se nas maneiras pelas quais as celulas respondem 
as combinagoes dos sinais que recebem. 
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Figura 15-4 A celula animal depende 
de multiplos sinais extracelulares. 

Cada tipo celular exibe um conjunto de 
receptores que o torna capaz de responder 
a um conjunto correspondente de mole- 
culas de sinalizagao produzidas por outras 
celulas. Essas moleculas de sinalizagao 
agem em varias combinagoes para regular 
o comportamento da celula. Como esta 
mostrado na figura, uma celula requer 
multiplos sinais para sobreviver (setas 
azuis), e sinais adicionais para crescer e se 
dividir {setas vermelhas) ou se diferenciar 
{setas verdes). Se a celula for privada dos 
sinais de sobrevivencia apropriados, ela 
sofre uma forma de suicidio, conhecido 
como apoptose. A situagao real e ainda 
mais complexa. Apesar de nao mostrado, 
algumas moleculas de sinalizagao extrace- 
lular atuam na inibigao destes e de outros 
comportamentos celulares, ou mesmo na 
indugao da apoptose. 


Uma molecula de sinalizagao normalmente tem diferentes efeitos sobre diferentes 
tipos de celulas-alvo. O neurotransmissor acetilcolina (Figura 15-5A), por exemplo, di- 
minui a velocidade do potencial de agao das celulas cardiacas (Figura 15-5B) e estimula 
a produgao de saliva pelas glandulas salivares (Figura 15-5C) apesar dos receptores em 
ambas as celulas serem os mesmos. No musculo esqueletico, a acetilcolina causa a con- 
tragao das celulas por se ligar a uma proteina receptora diferente (Figura 15-5D). Os 
diferentes efeitos da acetilcolina nesses tipos celulares sao o resultado de diferengas nas 
protemas de sinalizagao intracelular, protemas efetoras e genes que sao ativados. Assim, 
o proprio sinal extracelular tem pouco conteudo de informagao; ele simplesmente induz 
a celula a responder de acordo com seu estado predeterminado, que depende da historia 
do desenvolvimento da celula e dos genes especificos que ela expressa. 


(A) Acetilcolina 


(B) Celula marca-passo cardiaca (C) Celula da glandula salivar 


(D) Celula muscular esqueletica 
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Figura 15-5 Diferentes respostas induzidas pelo neurotransmissor acetilcolina. (A) A estrutura quimica da acetilcolina. (B-D) Tipos celulares diferentes 
sao especializados para responder de maneiras diferentes a acetilcolina. Em alguns casos, (B e C), a acetilcolina se liga a proteinas receptoras similares (recepto¬ 
res acoplados a proteina G; ver Figura 15-6), mas os sinais intracelulares produzidos sao interpretados de forma diferente por celulas especializadas em diferen¬ 
tes fungoes. Em outros casos (D), a proteina receptora tambem e diferente (aqui, um receptor acoplado a um canal ionico; ver Figura 15-6). 
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Existem tres classes principals de proteinas receptoras de 
superficie celular 

A maioria das moleculas de sinalizagao extracelular se liga a receptores especificos 
na superficie das celulas-alvo e nao entra no citosol ou no nucleo. Esses receptores 
funcionam como transdutores de sinal. Eles convertem um evento extracelular de 
interagao com o ligante em sinais intracelulares que alteram o comportamento da 
celula-alvo. 

A maioria das protemas receptoras de superficie celular pertence a tres classes, de- 
finidas por seus mecanismos de transdugao. Os receptores acoplados a canais ionicos, 
tambem conhecidos como canais ionicos controlados por transmissores ou receptores io- 
notropicos, estao envolvidos na sinalizagao sinaptica rapida entre as celulas nervosas e 
outras celulas-alvo eletricamente excitaveis, como os neuronios e as celulas musculares 
(Figura 15-6A). Esse tipo de sinalizagao e mediado por um pequeno numero de neuro- 
transmissores que abrem ou fecham temporariamente um canal ionico formado pela 
protema a qual se ligam, alterando por um curto periodo a permeabilidade da membra- 
na plasmatica aos ions e, dessa forma, alterando a excitabilidade da celula-alvo pos-si- 
naptica. A maioria dos receptores acoplados a canais ionicos pertence a grande familia 
das protemas homologas transmembrana de passagem multipla. Nao os discutiremos 
aqui, visto que foram apresentados com detalhes no Capitulo 11. 

Os receptores acoplados a protema G atuam indiretamente na regulagao da ativi- 
dade de uma protema-alvo ligada a membrana plasmatica, que pode ser tanto uma en- 
zima como um canal ionico. A interagao entre o receptor e essa protema-alvo e mediada 
por uma terceira protema, chamada de protema trimerica de ligagao a GTP (protema 
G) (Figura 15-6B). A ativagao da protema-alvo altera a concentragao de uma ou mais 
moleculas sinalizadoras intracelulares pequenas (se a protema-alvo for uma enzima) ou 
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Figura 15-6 Tres classes de receptores de superficie celular. (A) Receptores 
acoplados a canais ionicos (tambem chamados de canais ionicos controlados por 
transmissores), (B) receptores acoplados a proteina G e (C) receptores acoplados 
a enzimas. Apesar de muitos receptores acoplados a enzimas terem atividade 
enzimatica intrinseca, como mostrado a esquerda em (C); muitos outros contam 
com enzimas associadas, como mostrado a direita em (C). Os ligantes ativam a 
maioria dos receptores acoplados a enzimas por promover sua dimerizagao, o 
que resulta na interagao e ativagao dos dominios citoplasmaticos. 
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altera a permeabilidade da membrana plasmatica aos ions (se a protema-alvo for um 
canal ionico). As pequenas moleculas sinalizadoras intracelulares afetadas, por sua vez, 
alteram o comportamento de outras protemas de sinalizagao na celula. 

Os receptores acoplados a enzimas, quando ativados, funcionam como enzimas, 
ou estao associados diretamente a enzimas ativadas por eles (Figura 15-6C). Geralmen- 
te, sao protemas transmembrana de passagem unica, cujo sitio de interagao com o li- 
gante esta do lado de fora da celula e cujo sitio catalitico, ou de ligagao a enzima, esta 
do lado de dentro. Os receptores acoplados a enzimas apresentam estrutura heteroge- 
nea em comparagao as outras duas classes; a grande maioria, contudo, e representada 
por cinases ou e a elas associada e, quando ativados, fosforilam grupos especificos de 
protemas na celula-alvo. 

Existem alguns receptores de superficie celular que nao se enquadram facilmente 
em nenhuma das classes citadas anteriormente, mas tern fungoes importantes no contro- 
le da especializagao de diferentes tipos celulares durante o desenvolvimento e na renova- 
gao ou regeneragao de tecidos em adultos. Estes serao discutidos em uma segao posterior, 
apos a explicagao detalhada de como funcionam os receptores acoplados a proteina G e 
os receptores acoplados a enzimas. Inicialmente continuaremos com a discussao geral 
sobre os principios da sinalizagao atraves de receptores de superficie celular. 

Os receptores de superficie celular transmitem os sinais atraves 
de moleculas sinalizadoras intracelulares 

Numerosas moleculas sinalizadoras intracelulares transmitem no interior da celula si¬ 
nais recebidos pelos receptores de superficie celular. A cadeia de eventos de sinalizagao 
intracelular resultante altera proteinas-alvo que serao responsaveis pela modificagao do 
comportamento da celula (ver Figura 15-1). 

Algumas moleculas sinalizadoras intracelulares sao substancias quimicas peque¬ 
nas chamadas de segundos mensageiros (os "primeiros mensageiros" seriam os sinais 
extracelulares). Eles sao gerados em grande quantidade em resposta a ativagao do re¬ 
ceptor e se difundem rapidamente para longe de sua fonte de produgao, transmitindo o 
sinal para outras partes da celula. Alguns, como o AMP ticlico e o Ca 2+ , sao hidrossolu- 
veis e se difundem no citosol, enquanto outros, como o diacilglicerol, sao lipossoluveis 
e se difundem no piano da membrana plasmatica. Em ambos os casos, eles transmitem 
o sinal por se ligarem a protemas de sinalizagao ou efetoras especificas e alterarem seu 
comportamento. 

A maioria das moleculas sinalizadoras intracelulares sao protemas que auxiliam 
na transmissao do sinal pela geragao de segundos mensageiros ou pela ativagao da pro¬ 
teina seguinte na via sinalizadora ou efetora. Muitas dessas se comportam como comuta- 
dores moleculares. Quando recebem um sinal, elas passam do estado inativo para o ativo, 
ate que outro processo as inative, retornando-as ao seu estado original. A inativagao e tao 
importante quanto a ativagao. Para que uma via de sinalizagao, apos transmitir um sinal, 
possa se recuperar e ficar preparada para transmitir outro sinal, cada molecula ativada 
deve retornar ao seu estado inativo inicial. 

A maior classe de comutadores moleculares consiste em protemas que sao ativa¬ 
das ou inativadas por fosforilagao (discutido no Capitulo 3). No caso dessas protemas, 
elas sao, por um lado, fosforiladas por uma protema-cinase, que adiciona um ou mais 
grupos fosfato de modo covalente, e, por outro lado, desfosforiladas por uma proteina- 
-fosfatase, que remove os grupos fosfato da molecula (Figura 15-7A). A atividade de 
qualquer proteina regulada por fosforilagao depende do equilibrio entre a atividade 
das cinases que a fosforilam e a das fosfatases que a desfosforilam. Cerca de 30 a 50% 
das protemas humanas contem fosfato ligado de modo covalente, e o genoma humano 
codifica em torno de 520 protemas-cinase e em torno de 150 protemas-fosfatase. Uma 
celula tipica de mamifero utiliza centenas de tipos distintos de protemas-cinase em 
qualquer momento. 

As protemas-cinase adicionam fosfato ao grupo hidroxila de aminoacidos especifi¬ 
cos na protema-alvo. Existem dois tipos principais de protemas-cinase. A grande maioria 
delas consiste em serinas/treoninas-cinase que fosforilam os grupos hidroxila de seri- 
nas e treoninas nos seus alvos. Outras sao as tirosinas-cinase, que fosforilam residuos 
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Figura 15-7 Dois tipos de protemas 
sinalizadoras intracelulares que atuam 
como comutadores moleculares. 

(A) Uma proteina-cinase adiciona cova- 
lentemente um fosfato do ATP a proteina 
sinalizadora, e uma proteina-fosfatase 
remove o fosfato. Apesar de nao estarem 
representadas na figura, diversas protefnas 
sao ativadas por desfosforilagao e nao por 
fosforilagao. (B) Uma proteina de ligagao a 
GTP e induzida a trocar seu GDP por GTP, 
o que a ativa; esta proteina e autoinativa- 
da quando hidrolisa seu GTP a GDP 
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de tirosina. Os dois tipos sao membros intimamente relacionados de uma grande famf- 
lia, diferindo principalmente na estrutura dos seus sftios de ligagao ao substrato. 

Varias protefnas sinalizadoras intracelulares controladas por fosforilagao tambem 
sao protefnas-cinase e, com frequencia, estao organizadas em cascatas de cinases. Em 
tais cascatas, uma cinase, ativada por fosforilagao, fosforila a proxima cinase na sequen- 
cia, e assim por diante, transmitindo adiante o sinal e, em alguns casos, amplificando-o 
ou distribuindo-o para outras vias. 

Outra classe importante de comutadores moleculares sao as protefnas de ligagao 
a GTP (discutido no Capftulo 3). Elas passam de um estado “ativado” (sinalizando ativa- 
mente), quando o GTP esta ligado, para um estado “inativado” quando o GDP esta ligado 
a elas. Quando ativadas, geralmente possuem atividade GTPase intrfnseca e inativam a 
si mesmas, hidrolisando o GTP em GDP (Figura 15-7B). Existem dois tipos principais de 
protefnas de ligagao a GTP. As grandes protemas trimericas de ligagao a GTP (tambem 
chamadas de protemas G) ajudam a transmitir sinais a partir dos receptores acoplados a 
proteina G que as ativam (ver Figura 15-6B). As pequenas GTPases monomericas (tam¬ 
bem chamadas de protemas monomericas de ligagao a GTP ) auxiliam na transmissao de 
sinais de muitas classes de receptores de superffcie celular. 

As protemas reguladoras especfficas controlam ambos os tipos de protemas de li¬ 
gagao a GTP. As protefnas de ativagao da GTPase (GAPs) convertem as protemas a um 
estado “inativado” pelo aumento da taxa de hidrolise do GTP. Ao contrario, os fatores 
de troca de nucleotfdeos de guanina (GEFs) ativam as protemas de ligagao a GTP por 
estimular a liberagao do GDP, o que permite a ligagao de um novo GTP. No caso das 
protemas G trimericas, o receptor ativado atua como a GEF. A Figura 15-8 ilustra a regu- 
lagao das GTPases monomericas. 

Nem todos os comutadores moleculares em sistemas de sinalizagao dependem 
de fosforilagao ou de ligagao a GTP. Veremos mais tarde que algumas protemas de 
sinalizagao sao ativadas ou inativadas pela ligagao de outra proteina sinalizadora ou 
de um segundo mensageiro como AMP cfclico ou Ca 2+ ou, por outras modificagoes 
covalentes diferentes da fosforilagao e desfosforilagao, como ubiquitinagao (discuti¬ 
do no Capftulo 3). 

Para simplificar, com frequencia representamos uma via de sinalizagao como 
uma serie de etapas de ativagao (ver Figura 15-1). E importante observar, contudo, que 
a maioria das vias de sinalizagao contem etapas inibidoras e, uma sequencia de duas 
etapas de inibigao pode ter o mesmo efeito de uma etapa de ativagao (Figura 15-9). Essa 
ativagao dupla-negativa e muito comum nos sistemas de sinalizagao, conforme veremos 
mais tarde neste capftulo, ao descrevermos vias especfficas. 

Os sinais intracelulares devem ser precisos e especfficos em um 
citoplasma repleto de moleculas sinalizadoras 

De preferencia, uma molecula sinalizadora intracelular ativada deve interagir somente 
com seus alvos apropriados e, da mesma forma, os alvos devem ser ativados somente 
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Figura 15-8 Regulagao de uma GTPase 
monomerica. As proteinas de ativagao da 
GTPase (GAPs) inativam a protefna por es- 
timularem a hidrolise de seu GTP a GDP, o 
qual permanece ligado com alta afinidade 
a GTPase inativada. Os fatores de troca de 
nucleotfdeos de guanina (GEFs) a ativam 
por estimularem a liberagao do GDP; como 
a concentragao citosolica do GTP e 10 ve- 
zes maior do que a do GDP, a protefna liga 
GTP e torna-se, assim, ativa. 


pelo sinal apropriado. Na realidade, contudo, as moleculas sinalizadoras intracelulares 
compartilham o citoplasma com um grande numero de moleculas sinalizadoras intima- 
mente relacionadas que controlam conjuntos de processos celulares diferentes. E inevi- 
tavel que uma molecula sinalizadora ocasional se ligue ou modifique o parceiro errado, 
potencialmente criando conexao e interference entre sistemas de sinalizagao. De que 
forma um sinal permanece forte, preciso e especifico com todo esse ruido? 

A primeira linha de defesa vem da alta afinidade e especificidade das interagoes 
entre as moleculas sinalizadoras e seus parceiros corretos quando comparadas com a 
afinidade relativamente baixa entre parceiros inapropriados. A ligagao de uma molecula 
sinalizadora ao alvo correto e determinada pelas interagoes complexas e precisas entre 
superficies complementares nas duas moleculas. As protemas-cinase, por exemplo, con- 
tern sitios ativos que reconhecem uma sequencia especifica de aminoacidos ao redor do 
sitio de fosforilagao na proteina-alvo correta e, com frequencia, contem sitios de ancora- 
gem adicionais que promovem uma interagao especifica e de alta afinidade com o alvo. 
Alem desses, mecanismos relacionados atuam no estabelecimento de uma interagao 
forte e persistente entre os parceiros corretos, reduzindo a probabilidade de interagoes 
inapropriadas com outras proteinas. 

Outra importante maneira das celulas evitarem respostas a sinais nao desejados 
depende da capacidade de muitas protemas-alvo de simplesmente ignorar tais sinais. 
Essas proteinas respondem somente quando o sinal alcanga uma alta concentragao ou 
um certo rnvel de atividade. Considere uma via de sinalizagao na qual uma proteina- 
-cinase ativa alguma protema-alvo por fosforilagao. Se a resposta for desencadeada so¬ 
mente quando a metade das proteinas-alvo estiver fosforilada, havera pouco dano se 
um pequeno numero delas for fosforilado ocasionalmente por alguma protema-cinase 
inapropriada. Alem disso, protemas-fosfatase constitutivamente ativas reduzirao o im- 
pacto dessas fosforilagoes pela remogao rapida da maior parte delas. Dessa e de outras 
maneiras, os sistemas de sinalizagao intracelular ignoram o ruido, gerando uma resposta 
pequena ou nenhuma resposta a baixos niveis de estimulo. 
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Figura 15-9 Uma sequencia de dois 
sinais inibidores produz um sinal po¬ 
sitive). (A) Neste sistema de sinalizagao 
simples, um regulador de transcrigao 
e mantido em um estado inativo pela 
ligagao de uma protefna inibidora. Em res¬ 
posta a algum sinal, uma protefna-cinase e 
ativada e fosforila o inibidor, causando sua 
dissociagao do regulador de transcrigao 
ativando, dessa forma, a expressao genica. 
(B) Esta via de sinalizagao pode ser repre- 
sentada como uma sequencia de quatro 
etapas, incluindo duas etapas sequenciais 
inibidoras que sao equivalentes a uma uni- 
ca etapa ativadora. 
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As celulas em uma populagao frequentemente exibem uma variagao aleatoria na 
concentragao ou na atividade de suas moleculas sinalizadoras intracelulares. De forma 
similar, as moleculas individuais em uma grande populagao variam nas suas atividades 
ou interagoes com outras moleculas. Essa variabilidade de sinal introduz outra forma 
de ruido que pode interferir na precisao e na eficiencia da sinalizagao. A maioria dos 
sistemas de sinalizagao, no entanto, sao estruturados para gerar respostas notavelmen- 
te intensas e precisas mesmo quando os sinais sao variaveis ou mesmo quando alguns 
componentes do sistema estao desativados. Em muitos casos, essa robustez depende de 
mecanismos de seguranga: por exemplo, um sinal poderia empregar duas vias paralelas 
para ativar uma unica protema-alvo comum, permitindo que a resposta ocorra mesmo 
que uma das vias esteja avariada. 

Os complexos de sinalizagao intracelular formam-se em 
receptores ativados 

Uma estrategia simples e eficiente para aumentar a especificidade das interagoes en- 
tre moleculas sinalizadoras consiste em localiza-las na mesma regiao da celula ou mes¬ 
mo dentro de grandes complexos proteicos, assegurando desta forma que interajam 
somente umas com as outras e nao com parceiros inapropriados. As vezes, esses me¬ 
canismos envolvem proteinas de suporte, que organizam grupos de protemas sinali¬ 
zadoras em complexos de sinalizagao, frequentemente antes que o sinal seja recebido 
(Figura 15-10A). Uma vez que a protema de suporte mantem as demais protemas muito 
proximas, elas podem interagir em concentragoes locais altas e podem ser ativadas se- 
quencialmente, de forma rapida, eficiente e seletiva, em resposta a um sinal extracelular 
apropriado, evitando a comunicagao cruzada indesejada com outras vias. 

Em outros casos, esses complexos de sinalizagao se formam somente transitoria- 
mente em resposta a um sinal extracelular e se dissociam de forma rapida quando o sinal 
cessa. Eles geralmente se reunem ao redor de um receptor, apos a ativagao deste por uma 
molecula de sinalizagao extracelular. Em muitos desses casos, a cauda citoplasmatica 
do receptor e fosforilada durante o processo de ativagao, e os aminoacidos fosforilados 
servem como sitios de ancoragem para a reuniao de outras protemas sinalizadoras (Fi¬ 
gura 15-1 OB). Em outros casos ainda, a ativagao do receptor leva a produgao, na mem- 
brana plasmatica adjacente, de moleculas de fosfolipideos modificadas (chamadas de 
fosfoinositideos), que recrutam, para essa regiao da membrana, protemas sinalizadoras 
intracelulares especificas, onde elas sao ativadas (Figura 15-10C). 

As interagoes entre as proteinas de sinalizagao intracelular sao 
mediadas por dominios de interagao modulares 

Muitas vezes, simplesmente reunir as protemas de sinalizagao intracelular e suficiente 
para ativa-las. Assim, a proximidade induzida, na qual um sinal desencadeia a associagao 
de um complexo de sinalizagao, comumente e utilizada na transmissao de sinais de uma 
protema para outra ao longo de uma via de sinalizagao. A associagao de tais complexos 
depende de varios dominios de interagao pequenos e altamente conservados, que sao 
encontrados em muitas protemas de sinalizagao intracelular. Cada um desses modulos 
proteicos compactos se liga a um motivo estrutural especifico na protema ou no lipideo. 
O motivo reconhecido na protema de interagao pode ser uma sequencia peptidica curta, 
uma modificagao covalente (como um aminoacido fosforilado) ou outro dominio protei- 
co. O uso de dominios modulares de interagao provavelmente facilitou a evolugao de no¬ 
vas vias de sinalizagao; como eles podem ser inseridos em muitos locais na protema sem 
perturbar sua conformagao ou fungao, a insergao de um novo dominio de interagao em 
uma protema de sinalizagao preexistente poderia conecta-la a outras vias de sinalizagao. 

Existem muitos tipos de dominios de interagao nas protemas de sinalizagao. Os 
dominios de homologia com Src2(SH2; do ingles, Src homology) e os dominios de ligagao 
afosfotirosina (PTB; do ingles, phosphotyrosine-binding), por exemplo, ligam-se a tirosi- 
nas fosforiladas em uma sequencia peptidica especifica nos receptores ativados ou nas 
protemas de sinalizagao intracelular. Os dominios de homologia com Src 3 ( SH3; do in¬ 
gles, Src homology 3) se ligam a sequencias curtas ricas em prolina. Alguns dominios de 
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(A) PRE-FORMAgAO DO COMPLEXO DE 
SINALIZAgAO NA PROTEINA DE SUPORTE 
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(B) ASSOCIAgAO DO COMPLEXO DE SINALIZAgAO NO RECEPTOR ATIVADO 



Molecula de sinalizagao 


Receptor ativado 


Figura 15-10 Tres tipos de complexos 
de sinalizagao intracelular. (A) Um re¬ 
ceptor e algumas protemas sinalizadoras 
intracelulares, que sao ativadas sequencial- 
mente por ele, sao pre-associados em uma 
grande protefna de suporte, formando um 
complexo de sinalizagao com o receptor 
inativo. (B) Um complexo de sinalizagao e 
organizado sobre o receptor somente apos 
sua ativagao pela ligagao de uma molecula 
de sinalizagao extracelular; aqui o receptor 
ativado faz autofosforilagao em multiplos 
sftios, que atuam, entao, como sftios de 
ancoragem para protemas sinalizadoras 
intracelulares. (C) A ativagao de um re¬ 
ceptor leva ao aumento da fosforilagao de 
fosfolipfdeos especfficos (fosfoinositideos) 
na membrana plasmatica adjacente, os 
quais servem como sftios de ancoragem 
para protemas sinalizadoras intracelulares 
especfficas, que podem agora interagir 
entre si. 


(C) ASSOCIAgAO DO COMPLEXO DE SINALIZAgAO NOS SITIOS DE ANCORAGEM 
DE FOSFOINOSITIDEOS 


Moleculas fosfolipfdicas 
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homologia com plequistrina (PH; do ingles, pleckstrin homology) se ligam a grupos carre- 
gados de fosfoinositideos especificos, produzidos na membrana plasmatica em resposta 
a um sinal extracelular; eles permitem que a protema, da qual fazem parte, ancore na 
membrana e interaja com outras protemas sinalizadoras recrutadas da mesma maneira 
(ver Figura 15-10C). Algumas protemas de sinalizagao consistem somente em dois ou 
mais dommios de interagao e funcionam somente como adaptadores para reunir duas 
ou mais protemas em uma via. 

Os dommios de interagao permitem que as protemas se liguem umas as outras 
em combinagoes multiplas. Como pegas de brinquedos de encaixar (tipo Lego®), as 
protemas podem formar cadeias lineares ou ramificadas, ou redes tridimensionais de 
interagoes que determinam o caminho seguido pela via de sinalizagao. Como exemplo, 
a Figura 15-11 ilustra como alguns dommios de interagao mediam a formagao de um 
grande complexo de sinalizagao ao redor do receptor para o hormonio insulina. 
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Figura 15-11 Complexo de sinalizagao 
especffico formado pelo uso de do- 
mfnios de interagao modulares. Este 
exemplo tern como base o receptor de 
insulina, um receptor acoplado a enzima 
(um receptor tirosina-cinase, apresentado 
mais adiante). Inicialmente, o receptor 
ativado sofre autofosforilagao em suas ti- 
rosinas, e uma delas recruta uma proteina 
de ancoragem chamada substrato 1 do 
receptor de insulina (IRS1) via um domfnio 
PTB IRS1; o domfnio PH do IRS1 tambem 
se liga a fosfoinositfdeos especfficos sobre 
a superffcie interna da membrana plas¬ 
matica. Entao, o receptor ativado fosforila 
as tirosinas da IRS1, e uma delas se liga 
ao domfnio SH2 da proteina adaptadora 
Grb2. A seguir a Grb2 usa um dos seus 
dois domfnios SH3 para se ligar a uma 
regiao rica em prolinas de uma proteina 
chamada Sos, que transmite o sinal adian¬ 
te por sua agao como uma GEF (ver Figura 
15-8), ativando uma GTPase monomerica 
chamada Ras (nao mostrado). A Sos se 
liga tambem aos fosfoinositfdeos na mem¬ 
brana plasmatica via seu domfnio PH. A 
Grb2 usa seu segundo domfnio SH3 para 
se ligar a uma sequencia rica em prolinas 
na proteina de suporte. Esta liga varias 
outras protefnas sinalizadoras, e as outras 
tirosinas fosforiladas no IRS1 recrutam 
protefnas sinalizadoras adicionais com do¬ 
mfnios SH2 (nao mostrado). 
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Outra maneira de reunir receptores e protefnas de sinalizagao intracelular e con- 
centra-los em uma regiao especffica da celula. Um exemplo importante e o cflio prima- 
rio que se projeta como uma antena da superffcie da maioria das celulas de vertebrados 
(discutido no Capftulo 16). Ele geralmente e curto, imovel, possui micro tubulos no seu 
interior e contem uma alta concentragao de receptores de superffcie e protefnas de sina¬ 
lizagao. Veremos, mais tarde, que os receptores para luz e os receptores olfatorios tam¬ 
bem estao altamente concentrados em cflios especializados. 

A relagao entre o sinal e a resposta varia nas diferentes 
vias de sinalizagao 


A fungao de um sistema de sinalizagao intracelular e a de detectar e quantificar um es- 
tfmulo especffico em uma regiao da celula e gerar uma resposta no tempo certo e na 
medida certa em outra regiao. O sistema realiza esta tarefa pelo envio de informagao na 
forma de "sinais” moleculares do sensor para o alvo, com frequencia por meio de uma 
serie de intermediaries que nao passam o sinal adiante simplesmente, mas o processam 
de varias maneiras. Todos os sistemas de sinalizagao nao trabalham exatamente da mes- 
ma maneira: cada um desenvolveu comportamentos especializados que produzem uma 
resposta apropriada para a fungao celular controlada por esse sistema. Nos proximos pa- 
ragrafos enumeraremos alguns desses comportamentos e descreveremos como variam 
em diferentes sistemas, como uma base para posteriores discussoes mais detalhadas. 


1. O tempo de resposta varia drasticamente em diferentes sistemas de sinalizagao, 
de acordo com a velocidade requerida para a resposta. Em alguns casos, como na 
sinalizagao sinaptica (ver Figura 15-2C), pode ocorrer dentro de milissegundos. 
Em outros casos, como no controle do destino celular pelos morfogenos durante o 
desenvolvimento, uma resposta completa pode demorar horas ou dias. 

2. A sensibilidade aos sinais extracelulares pode variar muito. Os hormonios tendem 
a agir em concentragoes muito baixas nas suas celulas-alvo distantes, as quais sao 
altamente sensfveis a baixas concentragoes do sinal. Os neurotransmissores, por 
outro lado, atuam em concentragoes muito mais altas nas sinapses, reduzindo a 
necessidade de uma alta sensibilidade dos receptores pos-sinapticos. A sensibi¬ 
lidade e frequentemente controlada por alteragoes no numero ou na afinidade 
dos receptores na celula-alvo. Um mecanismo particularmente importante para 
aumentar a sensibilidade de um sistema de sinalizagao e a amplificagao do sinal, 
pelo qual um pequeno numero de receptores de superffcie celular evoca uma res¬ 
posta intracelular grande por produzir grandes quantidades de um segundo men- 
sageiro ou por ativar varias copias de uma proteina sinalizadora adiante na via. 

3. A variagao dinamica de um sistema de sinalizagao esta relacionada com sua sen¬ 
sibilidade. Alguns sistemas, como aqueles envolvidos em decisoes simples de de¬ 
senvolvimento, sao responsivos em uma variagao pequena de concentragoes do 
sinal extracelular. Outros sistemas, como aqueles que controlam a visao ou a res- 
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posta metabolica a alguns hormonios, sao altamente responsivos em uma varia- 
gao muito mais ampla de intensidades do sinal. Veremos que a variagao dinamica 
ampla e frequentemente alcangada por mecanismos de adaptagao que ajustam a 
receptividade do sistema de acordo com a quantidade predominante do sinal. 

4. A persistencia de uma resposta pode variar muito. Por exemplo, uma resposta tran- 
sitoria de menos de um segundo e apropriada em algumas respostas sinapticas, 
enquanto uma resposta prolongada ou mesmo permanente e requerida em deci- 
soes do destino celular durante o desenvolvimento. Numerosos mecanismos, in- 
cluindo retro alimentagao positiva, podem ser usados para alterar a reversibilidade 
e a duragao de uma resposta. 

5. O processamento do sinal pode reverter um sinal simples em uma resposta com- 
plexa. Em muitos sistemas, por exemplo, um aumento gradual de um sinal extra - 
celular e convertido em uma resposta abrupta do tipo “tudo ou nada” Em outros 
casos, um sinal simples de entrada e convertido em uma resposta oscilatoria, 
produzida por uma serie repetida de sinais intracelulares transitorios. A retroa- 
limentagao geralmente esta no centra dos comutadores e osciladores bioquimi- 
cos, como descreveremos mais tarde. 

6. A integragao permite que uma resposta seja controlada pelo recebimento de mul- 
tiplos sinais. Conforme discutido anteriormente, por exemplo, combinagbes espe- 
cificas de sinais extracelulares geralmente sao necessarios para estimular compor- 
tamentos celulares complexos tais como sobrevivencia e proliferagao (ver Figura 
15-4). A celula, portanto, tern que integrar a informagao oriunda de sinais multi¬ 
ples, os quais, com frequencia, dependem dos detectores de coincidencia intrace¬ 
lulares; estas protemas sao o equivalente as portas "E” no microprocessador de 
um computador, visto que elas somente sao ativadas se receberem sinais multiplos 
convergentes (Figura 15-12). 

7. A coordenagao de respostas multiplas em uma celula pode ser alcangada por um 
unico sinal extracelular. Algumas moleculas de sinalizagao extracelular, por exem¬ 
plo, estimulam tanto o crescimento como a divisao celular. Essa coordenagao 
geralmente depende dos mecanismos de distribuigao de um sinal para efetores 
multiplos, com a criagao de ramificagoes na via de sinalizagao. Em alguns casos, a 
ramificagao das vias de sinalizagao pode permitir que um sinal module a intensi- 
dade de resposta a outros sinais. 

Devido a complexidade que surge de comportamentos como integragao, distri¬ 
buigao e retroalimentagao de um sinal, e evidente que esses sistemas de sinalizagao 
raramente dependem de uma sequencia de etapas linear simples, porem sao frequen¬ 
temente mais semelhantes a uma rede, na qual a informagao flui nao somente para a 
frente, mas em multiplas diregoes - e as vezes ate mesmo para tras. O principal desafio 
na pesquisa e entender a natureza destas redes e os comportamentos de resposta que 
elas podem alcangar. 

A velocidade de uma resposta depende da reposigao das 
moleculas sinalizadoras 

A velocidade de qualquer resposta sinalizadora depende da natureza das moleculas de 
sinalizagao intracelular que executam a resposta da celula-alvo Quando a resposta en- 
volve somente mudangas em protemas ja existentes na celula, ela pode ocorrer muito 
rapidamente: por exemplo, uma mudanga alosterica em um canal ionico controlado por 
neurotransmissor pode alterar, em milissegundos, o potencial eletrico da membrana 
plasmatica, e as respostas que dependem somente de fosforilagao de protemas podem 
ocorrer em segundos. Contudo, quando a resposta envolve mudangas na expressao ge- 
nica e na smtese de novas protemas, ela normalmente demora muitos minutos ou horas, 
nao importando o mecanismo de liberagao do sinal (Figura 15-13). 

E natural pensar nos sistemas de sinalizagao intracelulares em termos das mudan¬ 
gas produzidas quando o sinal extracelular e recebido. No entanto, e importante consi- 
derar tambem o que acontece quando o sinal e removido. Durante o desenvolvimento, 
os sinais transitorios com frequencia produzem efeitos permanentes: eles podem de- 
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TRANSMISSAO DO SINAL 

Figura 15-12 Integragao do sinal. Os sinais 
extracelulares A e B ativam diferentes vias de 
sinalizagao intracelulares, que levam a fosfori¬ 
lagao de diferentes sftios da proteina Y. Esta e 
ativada somente quando ambos os sftios forem 
fosforilados, ou seja, e ativada somente quan¬ 
do os sinais A e B estiverem presentes de forma 
simultanea. Tais protefnas sao chamadas de 
detectores de coincidencia. 
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Figura 15-13 Respostas lentas e rapi- 
das a um sinal extracelular. Determina- 
dos tipos de respostas celulares induzidas 
por um sinal, como o aumento do cresci- 
mento e divisao celular, envolve mudangas 
na expressao genica e a sintese de novas 
proteinas; portanto elas ocorrem lenta- 
mente, iniciando, com frequencia, 1 hora 
ou mais apos a chegada do sinal. Outras 
respostas - como mudangas no movimen- 
to, na secregao, ou no metabolismo celular 
- nao requerem o envolvimento de alte- 
ragoes na transcrigao de genes e por isso 
sao muito mais rapidas, tendo infcio em 
segundos ou minutos; estas podem envol- 
ver, por exemplo, a fosforilagao rapida de 
proteinas efetoras no citoplasma. As res¬ 
postas sinapticas mediadas por mudangas 
no potencial de membrana sao ainda mais 
rapidas e ocorrem em milissegundos (nao 
mostrado). Alguns sistemas de sinalizagao 
geram tanto respostas lentas quanto rapi¬ 
das conforme mostrado aqui, permitindo 
que a celula responda rapidamente a um 
sinal enquanto, simultaneamente, inicia 
uma resposta mais persistente e de longa 
duragao. 


Molecula de sinalizagao extracelular 


rApida 

(< segundos a minutos) 


Via sinalizadora * Protelna receptora 



LENTA 
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sencadear uma mudanga no desenvolvimento da celula que persiste indefinidamente 
por meio de mecanismos de memoria celular, como sera discutido mais tarde (e nos Ca- 
pitulos 7 e 22). Na maioria dos casos de tecidos adultos, contudo, a resposta desaparece 
quando o sinal cessa. O efeito e transitorio, porque o sinal exerce seu efeito pela alteragao 
de um grupo de moleculas de vida curta (instaveis), que sofrem reposigao contmua. As- 
sim, quando o sinal extracelular e removido, a degradagao das moleculas velhas rapi¬ 
damente elimina todos os vestigios de sua agao. O resultado e que a velocidade com a 
qual a celula responde a remogao do sinal depende da velocidade de degradagao ou de 
reposigao das moleculas afetadas por ele. 

E tambem verdade, embora muito menos obvio, que a velocidade dessa reposi¬ 
gao tambem determina a rapidez da resposta quando um sinal e emitido. Considere, por 
exemplo, duas moleculas sinalizadoras intracelulares, X e Y, cada uma sendo mantida a 
uma concentragao de 1.000 moleculas por celula. A molecula Y e sintetizada e degradada 
a uma velocidade de 100 moleculas por segundo, tendo cada molecula uma vida media 
de 10 segundos. A molecula X tern uma velocidade de reposigao 10 vezes menor do que a 
Y: ela e sintetizada e degradada a uma velocidade de 10 moleculas por segundo, de forma 
que cada molecula tern uma vida media de 100 segundos. Se um sinal atuando na celula 
aumentar em 10 vezes a velocidade de sintese de ambas as moleculas, sem mudanga nas 
suas vidas medias, ao final de 1 segundo a concentragao de Y tera aumentado para apro- 
ximadamente 900 moleculas por celula (10 X 100 — 100), enquanto a concentragao de 
X tera aumentado para somente 90 moleculas por celula. De fato, apos o aumento ou a 
diminuigao abrupta da velocidade de sintese da molecula, o tempo necessario para que 
metade das moleculas mude da concentragao de equilibrio antiga para a nova e igual 
a sua meia-vida normal, isto e, igual ao tempo necessario para que a sua concentragao 
diminua a metade, se a sintese parar completamente (Figura 15-14). 

Os mesmos principios se aplicam as proteinas e as pequenas moleculas, quer elas 
estejam no espago extracelular ou no interior da celula. Muitas proteinas intracelulares 
tern meia-vida curta, algumas sobrevivem por menos de 10 minutos. Na maioria dos ca¬ 
sos, existem proteinas com fungoes reguladoras chave, cujas concentragoes intracelula¬ 
res sao reguladas rapidamente por mudangas na sua velocidade de sintese. 

Como ja vimos, muitas respostas celulares aos sinais extracelulares dependem 
mais da conversao das proteinas sinalizadoras intracelulares de uma forma inativa para 
uma forma ativa, do que da sua sintese ou degradagao. A fosforilagao ou a ligagao de 
GTP, por exemplo, comumente ativa as proteinas sinalizadoras. Mesmo nesses casos, 
contudo, a ativagao deve ser rapida e continuamente revertida (por desfosforilagao ou 
por hidrolise do GTP a GDP, respectivamente, nesses exemplos) para tornar possivel a 
sinalizagao rapida. Esses processos de inativagao sao criticos na determinagao da mag¬ 
nitude, rapidez e duragao da resposta. 
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Figura 15-14 A importancia da repo- 
sigao rapida. Os graficos mostram as 
velocidades relativas previstas de mudanga 
na concentragao intracelular de molecu- 
las com diferentes tempos de reposigao 
quando suas velocidades de sfntese sao (A) 
reduzidas ou (B) aumentadas repentina- 
mente, por urn fator de 10. Em ambos os 
casos, as concentragoes das moleculas que 
sofrem degradagao rapida dentro da celula 
{curvas em vermelho) sao alteradas de 
forma rapida, enquanto as concentragoes 
daquelas que normalmente sao degra- 
dadas lentamente (curvas em verde) sao 
alteradas, proporcionalmente, de forma 
mais lenta. Os numeros a direita (em azul) 
correspondem as meias-vidas presumidas 
para cada uma das diferentes moleculas. 


As celulas podem responder de forma abrupta a um sinal que 
aumenta gradualmente 

Alguns sistemas de sinalizagao sao capazes de gerar uma resposta moderadamente gra¬ 
dual a uma variagao ampla nas concentragoes do sinal extracelular (Figura 15-15, linha 
azul); tais sistemas sao uteis, por exemplo, no ajuste de precisao de processos metabo- 
licos por alguns hormonios. Outros sistemas de sinalizagao geram respostas significati- 
vas somente quando a concentragao do sinal aumentar acima de um valor limiar. Essas 
respostas abruptas sao de dois tipos. Uma delas e uma resposta sigmoide, na qual bai- 
xas concentragoes do estimulo nao tern muito efeito quando entao a resposta aumenta 
abrupta e continuamente em mveis intermediaries de estimulo (Figura 15-15, linha ver- 
melha). Tais sistemas fornecem um filtro para reduzir respostas inapropriadas a baixas 
concentragoes basais de uma molecula de sinalizagao, mas respondem com alta sensi- 
bilidade quando o estimulo esta dentro de uma pequena variagao das concentragoes do 
sinal fisiologico. Um segundo tipo de resposta abrupta consiste na resposta descontmua 
ou u tudo ou nada”, na qual a resposta e inteiramente ativada (e com frequencia de forma 
irreversivel) quando o sinal alcanga certa concentragao limiar (Figura 15-15, linha ver¬ 
de). Tais respostas sao particularmente uteis para controlar a escolha entre dois estados 
celulares alternativos, e geralmente envolvem retroalimentagao positiva, conforme des- 
creveremos em mais detalhes em breve. 

As celulas usam uma grande variedade de mecanismos moleculares para produ- 
zir uma resposta sigmoide a aumentos na concentragao de moleculas de sinalizagao. 
Em um dos mecanismos, deve haver a ligagao de mais de uma molecula de sinalizagao 
intracelular a sua protema-alvo para induzir a resposta. Conforme discutiremos mais 
adiante, por exemplo, quatro moleculas do segundo mensageiro AMP ciclico se ligam de 
forma simultanea a cada molecula de protema-cinase dependente de AMP ciclico ( PKA) 
para ativar a cinase. Uma resposta abrupta similar e observada quando a ativagao de 
uma protema de sinalizagao intracelular exige a fosforilagao em mais de um sitio. Tais 
respostas tornam-se mais agudas a medida que aumenta o numero de moleculas ou de 
grupos fosfato e, se o numero for suficientemente grande, as respostas se tornam pratica- 
mente do tipo “tudo ou nada” (Figura 15-16). 

As respostas tambem sao mais abruptas quando uma molecula sinalizadora intrace¬ 
lular ativa uma enzima, e tambem inibe outra que catalisa a reagao oposta. A estimulagao 
da degradagao do glicogenio nas celulas musculares esqueleticas, induzida pelo hormonio 
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Concentragao da molecula de sinalizagao-► 


Figura 15-16 Curvas de ativagao de 
uma protefna alosterica como uma 
fungao da concentragao da molecula 
efetora. As curvas mostram como a ve- 
locidade de resposta aumenta com o au- 
mento do numero de moleculas efetoras 
que devem se ligar simultaneamente para 
ativar a protefna-alvo. As curvas mostradas 
sao as esperadas se a ativagao exigir a liga- 
gao simultanea de 1,2, 8 ou 16 moleculas 
efetoras. 


Figura 15-15 O processamento do sinal pode produzir respostas graduais ou do tipo "tudo ou nada". 

Algumas respostas celulares aumentam gradualmente com o aumento da concentragao da molecula de sinali¬ 
zagao extracelular, alcangando, no final, urn plats quando a via de sinalizagao esta saturada, resultando em uma 
curva de resposta hiperbolica (linha azul). Em outros casos, o sistema de sinalizagao reduz a resposta em baixas 
concentragoes do sinal e entao produz uma resposta brusca em alguma concentragao intermediaria do sinal - 
resultando em uma curva de resposta sigmoidal (linha vermelha). Em outros casos, a resposta e mais abrupta e 
do tipo "tudo ou nada"; a celula permuta entre uma resposta baixa e alta, sem nenhuma resposta intermediaria 
estavel (linha verde). 


epinefrina (adrenalina), e um exemplo bem estudado desse tipo comum de regulagao. A li- 
gagao da epinefrina a um receptor de superficie acoplado a protema G leva a um aumento 
na concentragao intracelular de AMP ciclico, o que, ao mesmo tempo, ativa a enzima que 
promove a degradagao do glicogenio e inibe a enzima que promove sua smtese. 

A retroalimentagao positiva pode gerar uma resposta "tudo ou nada" 

Semelhantemente as vias metabolicas intracelulares (discutidas no Capitulo 2) e aos sis- 
temas que controlam a atividade genica (Capitulo 7), a maioria dos produtos sistemas 
de sinalizagao intracelular incorporam ciclos de retroalimentagao, nas quais o produto 
final de um processo atua na regulagao desse processo. Discutimos a analise matematica 
dos ciclos de retroalimentagao no Capitulo 8. Na retro alimentagao positiva, o produto 
estimula sua propria produgao; na retroalimentagao negativa, o produto inibe sua pro¬ 
pria produgao (Figura 15-17). Os ciclos de retroalimentagao sao muito importantes em 
biologia, regulando diversos processos quimicos e fisicos na celula. Os que regulam a si¬ 
nalizagao celular podem atuar exclusivamente dentro da celula-alvo ou envolver a secre- 
gao de sinais extracelulares. Focaremos aqui os ciclos de retroalimentagao que ocorrem 
totalmente dentro da celula-alvo; mesmo os mais simples deles podem produzir efeitos 
complexos e interessantes. 

A retroalimentagao positiva em uma via de sinalizagao pode transformar o corn- 
portamento da celula-alvo. Se a retroalimentagao positiva tiver intensidade apenas 
moderada, seu efeito sera simplesmente o aumento abrupto da resposta ao sinal, ge- 
rando uma resposta sigmoide como as descritas anteriormente; mas se for suficiente- 
mente forte, pode produzir uma resposta “tudo ou nada" (ver Figura 15-15). Essa res¬ 
posta esta conectada a outra propriedade: uma vez que o sistema de resposta esta no 
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seu nivel mais alto de ativagao, essa condigao geralmente e autossustentada e pode 
persistir mesmo depois que a intensidade do sinal tenha diminuido abaixo do seu valor 
critico. Em tal caso, diz-se que o sistema e biestavel : ele pode existir no estado “inativa- 
do" ou no estado “ativado" e um estimulo transiente pode altera-lo de um estado para 
o outro (Figura 15-18A e B). 

Por meio da retroalimentagao positiva, um sinal extracelular transitorio pode in- 
duzir mudangas de longa duragao nas celulas e na sua progenie, as quais podem persis¬ 
tir por toda a vida do organismo. Os sinais que desencadeiam a diferenciagao da celula 
muscular, por exemplo, ativam a transcrigao de uma serie de genes que codificam protei- 
nas reguladoras de transcrigao especificas de musculo, as quais estimulam a transcrigao 
dos seus proprios genes, bem como de genes que codificam varias outras protemas de 
celula muscular; dessa forma, a decisao de se tornar uma celula muscular passa a ser 
permanente. Esse tipo de memoria celular, dependente de retroalimentagao positiva, e 
uma das maneiras basicas pelas quais a celula pode sofrer uma mudanga permanente de 
caracteristicas sem nenhuma alteragao na sequencia de seu DNA. 

Os estudos das respostas de sinalizagao em grandes populagoes de celulas podem 
dar a falsa impressao de que a resposta aumenta gradualmente, mesmo quando uma re¬ 
troalimentagao positiva forte estiver causando uma troca abrupta e descontinua na res¬ 
posta nas celulas individuais. Somente com o estudo da resposta em celulas isoladas e 
possivel determinar seu carater "tudo ou nada” (Figura 15-19). A resposta gradual enga- 
nosa em uma populagao celular deve-se a variabilidade aleatoria intrinseca dos sistemas 
de sinalizagao descritos anteriormente; todas as celulas em uma populagao nao respon- 
dem de forma identica a mesma concentragao do sinal extracelular, especialmente em 
concentragoes intermediarias nas quais o receptor esta somente parcialmente ocupado. 

A retroalimentagao negativa e um motivo comum nos sistemas 
de sinalizagao 

Em contraste a retroalimentagao positiva, a retroalimentagao negativa neutraliza o efeito 
de um estimulo e, dessa forma, abrevia e limita o nivel da resposta, tornando o sistema 
menos sensivel a perturbagoes (ver Capitulo 8). No entanto, como no caso da retroali- 
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Figura 15-17 Retroalimentagao positi¬ 
va e negativa. Nestes exemplos simples, 
um estimulo ativa a proteina A, que, por 
sua vez, ativa a proteina B. Esta atua re- 
troativamente sobre A, aumentando ou 
diminuindo sua atividade. 


Figura 15-18 Alguns efeitos da re¬ 
troalimentagao simples. Os graficos 
mostram os efeitos de ciclos simples de 
retroalimentagao positiva e negativa (ver 
Capitulo 8). Em cada caso, o sinal inicial e 
uma proteina-cinase ativada (S) que ativa, 
por fosforilagao, outra proteina-cinase 
(E); uma proteina-fosfatase (I) inativa, por 
desfosforilagao, a cinase E. Nos graficos, a 
linha vermelha indica a atividade da cinase 
E ao longo do tempo. A barra azul indica 
o tempo durante o qual o sinal inicial esta 
presente (cinase S ativada). (A) Diagrama 
do ciclo de retroalimentagao positiva, no 
qual a cinase E ativada atua retroativamen- 
te promovendo a sua propria fosforilagao 
e ativagao; a atividade basal da fosfatase I 
desfosforila a cinase E em uma taxa baixa 
e constante. (B) 0 grafico superior mostra 
que, sem retroalimentagao, a atividade 
da cinase E e simplesmente proporcional 
(com um pequeno retardo) ao nivel de es- 
timulagao pela cinase S. 0 grafico inferior 
mostra que, com o ciclo de retroalimen¬ 
tagao positiva, a estimulagao transitoria 
pela cinase S troca o sistema de um estado 
"inativado" para um estado "ativado", o 
qual persiste mesmo apos a remogao do 
estimulo. (C) Diagrama do ciclo de retro¬ 
alimentagao negativa, no qual a cinase E 
ativada fosforila e ativa a fosfatase I, au¬ 
mentando, dessa forma, a taxa na qual a 
fosfatase desfosforila e inativa a cinase E. 
(D) 0 grafico superior mostra novamente 
a resposta da atividade da cinase E sem 
retroalimentagao. Os outros graficos mos¬ 
tram os efeitos, sobre a atividade da cinase 
E, da retroalimentagao negativa agindo 
apos curtos ou longos perfodos de retardo. 
No retardo curto, o sistema mostra uma 
resposta intensa e curta quando o sinal e 
alterado abruptamente, e a retroalimenta¬ 
gao conduz a resposta de volta a um nivel 
mais baixo. No retardo longo, a retroali¬ 
mentagao produz oscilagoes sustentadas 
enquanto o estimulo estiver presente. 
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Figura 15-19 A importancia da analise 
de celulas individuals para a detecgao 
de todas as respostas do tipo "tudo 
ou nada" devidas ao aumento de 
concentragao de um sinal extracelu- 
lar. Nestes experimentos, ovos imaturos 
de ra (ovocitos) foram estimulados com 
concentragoes crescentes do hormonio 
progesterona. A resposta foi avaliada 
pela analise da ativagao da MAP-cinase 
(discutida adiante), uma das enzimas 
ativadas por fosforilagao na resposta a 
estimulagao. A quantidade de MAP-cinase 
fosforilada (ativada) nos extratos dos 
ovocitos foi avaliada bioquimicamente. 

Em (A), foram analisados extratos de 
populagoes de ovocitos estimulados, e 
observa-se que a ativagao da MAP-cinase 
aumenta progressivamente com o au¬ 
mento da concentragao da progesterona. 
Existem duas explicagoes possfveis para 
esse resultado: (B) a MAP-cinase ativada 
aumentou gradualmente com o aumento 
da concentragao do hormonio, em cada 
celula individualmente; ou (C) cada celula 
pode ter respondido individualmente de 
uma forma "tudo ou nada", e o aumento 
gradual na ativagao total da MAP-cinase 
refletiria o aumento do numero de celulas 
que estaria respondendo ao incremento na 
concentragao da progesterona. Quando 
os extratos dos ovocitos foram analisados 
individualmente, observou-se que as ce¬ 
lulas apresentavam concentragoes muito 
baixas, ou muito altas, da cinase ativada, 
sem concentragoes intermediaries, indi- 
cando que, no nfvel das celulas individuals, 
a resposta foi do tipo "tudo ou nada", 
conforme representado em (C). Estudos 
subsequentes revelaram que esta resposta 
"tudo ou nada" deve-se, em parte, a forte 
retroalimentagao positiva no sistema de 
sinalizagao da progesterona. (Adaptada 
de J.E. Ferrell e E.M. Machleder, Science 
280:895-898, 1998. Com permissao de 
A A AS.) 
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mentagao positiva, podem ser obtidas respostas qualitativamente diferentes quando a 
retroalimentagao atua de forma mais vigorosa. Uma retroalimentagao negativa com um 
retardo suficientemente longo pode produzir respostas oscilantes. As oscilagoes podem 
persistir enquanto o estimulo estiver presente (Figura 15-18C e D) ou podem mesmo ser 
geradas de forma espontanea, sem a necessidade de um sinal externo. Muitos desses os- 
ciladores tambem content ciclos de retroalimentagao positiva que geram oscilagoes mais 
abruptas. Mais adiante, neste capitulo, encontraremos exemplos especificos de compor- 
tamento oscilatorio na resposta intracelular a sinais extracelulares; todas dependem de 
retroalimentagao negativa, geralmente acompanhada por retroalimentagao positiva. 

Se a retroalimentagao negativa opera com um retardo curto, o sistema se comporta 
como um detector de mudanga. Ele da uma resposta forte ao estimulo, mas ela decai 
rapidamente mesmo com a persistencia do estimulo; se o estimulo for aumentado de 
forma subita, contudo, o sistema responde de novo de forma intensa, mas novamente a 
resposta decai com rapidez. Esse e o fenomeno de adaptagao que discutiremos a seguir. 

As celulas podem ajustar sua sensibilidade ao sinal 

As celulas e os organismos sao capazes de detectar a mesma porcentagem de variagoes 
de um sinal em uma escala muito ampla de intensidade do estimulo em resposta a mui¬ 
tos tipos de estimulos. As celulas-alvo conseguem isso por meio de um processo rever- 
sivel de adaptagao, ou dessensibilizagao, pelo qual uma exposigao prolongada a um 
estimulo reduz a resposta celular. Na sinalizagao quimica, a adaptagao permite que as 
celulas respondam a alteragoes na concentragao da molecula de sinalizagao extracelu- 
lar (em vez de responderem a sua concentragao absoluta) em uma escala muito ampla 
de concentragoes do sinal. O mecanismo basico e o de uma retroalimentagao negativa 
que opera com retardo curto: uma resposta intensa altera a maquinaria de sinalizagao 
envolvida, de forma que esta se torna menos responsiva a mesma concentragao do sinal 
(ver Figura 15-18D, grafico do meio). Devido ao retardo, contudo, uma alteragao subita 
no estimulo e capaz de estimular a celula novamente, por um curto periodo, antes que a 
retroalimentagao negativa possa atuar. 

A adaptagao a uma molecula de sinalizagao pode ocorrer de varias maneiras. Ela 
pode resultar da inativagao dos proprios receptores. A ligagao de uma molecula de si¬ 
nalizagao aos receptores de superficie, por exemplo, pode induzir a sua endocitose e 
o sequestro temporario nos endossomos. Em alguns casos, essa endocitose do recep¬ 
tor, induzida pelo sinal, leva a destruigao dos receptores nos lisossomos, um processo 
conhecido como retrorregulagao do receptor (em outros casos, contudo, os receptores 
ativados continuam sinalizando mesmo apos terem sido endocitados). Os receptores 
tambem podem se tornar inativados na superficie da celula - por exemplo, ao serem 
fosforilados - em curto intervalo de tempo apos sua ativagao. A adaptagao tambem pode 
ocorrer em sitios posteriores ao receptor por uma alteragao nas protemas de sinalizagao 
intracelular envolvidas na transdugao do sinal extracelular, ou pela produgao de uma 
protema inibidora que bloqueie o processo de transdugao do sinal. Esses diversos meca- 
nismos de adaptagao estao comparados na Figura 15-20. 

Embora desconcertante em sua complexidade, as multiplas vias de sinalizagao 
com regulagao interligada e os ciclos de retroalimentagao descritos neste capitulo, nao 
sao somente um emaranhado caotico, mas um sistema altamente evoluido para proces- 
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Figura 15-20 Algumas formas pelas quais as celulas-alvo podem se tornar adaptadas (dessensibiliza- 
das) a uma molecula de sinalizagao extracelular. Os mecanismos mostrados aqui, relacionados ao receptor, 
com frequencia envolvem fosforilagao ou ubiquitinagao das proteinas receptoras. 


sar e interpretar o vasto numero de sinais recebidos pelas celulas animais. Toda a rede de 
controle molecular, que vai desde os receptores na superficie da celula ate os genes no 
nucleo, pode ser comparada a um computador; e, tal como outro computador biologico, 
o cerebro, ela representa um dos mais dificeis problemas em biologia. Podemos identifi- 
car os componentes e descobrir como funcionam individualmente. Podemos entender 
como pequenos subgrupos de componentes atuam em conjunto como modulos regula- 
dores, filtros de ruido ou mecanismos de adaptagao, conforme vimos. Contudo, e uma 
tarefa muito mais dificil entender de que forma o sistema trabalha como um todo. Nao 
somente porque o sistema e complexo, mas tambem porque a maneira como ele se com- 
porta e extremamente dependente dos detalhes quantitativos das interagoes molecula- 
res, e para muitas celulas animais temos apenas informagoes qualitativas aproximadas. 
O principal desafio para o futuro da pesquisa sobre sinalizagao e o desenvolvimento de 
metodos computacionais e quantitativos mais sofisticados para a analise dos sistemas de 
sinalizagao, conforme descrito no Capitulo 8. 

Resumo 

Cada celula de um animal multicelular e programada para responder a um conjunto es- 
pecifico de sinais extracelulares produzidos por outras celulas. As moleculas sinalizadoras 
atuam pela ligagao a um conjunto complementar de proteinas receptoras expressadas pe¬ 
las celulas-alvo. A maioria das moleculas de sinalizagao extracelular ativam proteinas re¬ 
ceptoras de superficie celular, que atuam como transdutores de sinal, convertendo o sinal 
extracelular em sinais intracelulares que modiflcam o comportamento da celula-alvo. Os 
receptores ativados transmitem o sinal para o interior da celula pela ativagao de proteinas 
sinalizadoras intracelulares. Algumas dessas proteinas transduzem, amplificam ou pro- 
pagam o sinal a medida que o transmitem, enquanto outras integram os sinais de diferen- 
tes vias de sinalizagao. Alguns funcionam como comutadores, ativados transitoriamente 
por fosforilagao ou por ligagao de GTP. Os grandes complexos de sinalizagao funcionais se 
formam por meio de dominios modulares de interagao nas proteinas sinalizadoras, que 
permitem aformagao de redes de sinalizagao funcionais. 

As celulas-alvo usam uma variedade de mecanismos, incluindo ciclos de retroali- 
mentagao para ajustar as maneiras pelas quais respondem aos sinais extracelulares. Os 
ciclos de retroalimentagao positiva podem ajudar as celulas a responder de uma forma 
“tudo ou nada" a aumentos graduais na concentragao de um sinal extracelular e para 
converter um sinal de curta duragao em uma resposta de longa duragao ou mesmo ir- 
reversivel. A retro alimentagao negativa permite a adaptagao das celulas a molecula de 
sinalizagao, o que as torna capazes de responder a pequenas mudangas na concentragao 
desta molecula em uma escala muito ampla de concentragdes. 
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Figura 15-21 Receptor acoplado a 
protema G (GPCR). (A) Os GPCRs que intera- 
gem com ligantes pequenos, tais como a epi- 
nefrina, tem domfnios extracelulares pequenos, 
e o ligante geralmente interage profundamente 
dentro do piano da membrana em um sftio 
formado por aminoacidos de varios segmentos 
transmembrana. Os GPCRs que interagem com 
ligantes proteicos tern um domfnio extracelular 
grande (nao mostrado aqui) que contribui 
na interagao com o ligante. (B) A estrutura 
do receptor adrenergico p 2 um receptor do 
neurotransmissor epinefrina, ilustra o arranjo 
cilindrico das helices transmembrana de sete 
passagens, tfpico de um GPCR. 0 ligante (la- 
ranja ) interage com um bolsao entre as helices, 
resultando em mudangas de conformagao na 
superficie citosolica do receptor que promove a 
ativagao da protefna G (nao mostrado). 

(Codigo PDB: 3POG.) 


SINALIZACAO POR MEIO DE RECEPTORES ACOPLADOS A 
PROTEINA G 

Os receptores acoplados a protema G (GPCRs; do ingles, G-protein-coupled receptors) 
formam a maior familia de receptores de superficie celular, e medeiam a maioria das 
respostas a sinais de origem externa ao organismo, assim como a sinais vindos de outras 
celulas, incluindo hormonios, neurotransmissores e mediadores locais. Nossos sentidos 
da visao, olfato e paladar dependem deles. Existem mais de 800 GPCRs em humanos, e 
nos camundongos existem cerca de 1.000 relacionados somente com o sentido do olfato. 
As moleculas de sinalizagao que interagem com os GPCRs sao tao variadas em estrutura 
como o sao em fungao e incluem protemas e pequenos peptideos, bem como deriva- 
dos de aminoacidos e acidos graxos, sem mencionar fotons de luz e todas as moleculas 
que podemos cheirar e degustar. A mesma molecula de sinalizagao pode ativar muitos 
membros da familia dos GPCRs; por exemplo, 9 receptores diferentes, pelo menos, sao 
ativados pela epinefrina, outros 5, ou mais, pela acetilcolina, e pelo menos 14, pelo neu¬ 
rotransmissor serotonina. Os diferentes receptores para um mesmo sinal geralmente sao 
expressos em tipos celulares diferentes e induzem respostas diferentes. 

A despeito da diversidade quimica e funcional das moleculas de sinalizagao que os 
ativam, todos os GPCRs tem uma estrutura semelhante. Consistem em uma unica cadeia 
peptidica que atravessa a bicamada lipidica sete vezes, formando uma estrutura cilin- 
drica, frequentemente com um sitio de interagao com o ligante localizado no seu centro 
(Figura 15-21). Alem de sua orientagao caracteristica na membrana plasmatica, todos 
usam as protemas G para transmitir o sinal para o interior da celula. 

A superfamilia dos GPCRs inclui a rodopsina, uma protema ativada pela luz no olho 
dos vertebrados, bem como os numerosos receptores olfatorios nas fossas nasais dos ver- 
tebrados. Outros membros da familia sao encontrados em organismos unicelulares: um 
exemplo sao os receptores que reconhecem fatores de acasalamento nas leveduras. E pro- 
vavel que os GPCRs que medeiam a sinalizagao celula-celula nos organismos multicelu- 
lares tenham evoluido dos receptores sensoriais dos eucariotos unicelulares ancestrais. 

E extraordinario que quase metade dos farmacos conhecidos atue por meio dos 
GPCRs ou pelas vias de sinalizagao ativadas por eles. Das muitas centenas de genes no 
genoma humano que codificam GPCRs, cerca de 150 codificam receptores orfaos, para 
os quais nao se conhecem os ligantes. Muitos deles sao provaveis alvos para novos far¬ 
macos que ainda nao foram descobertos. 

As proteinas G trimericas transmitem os sinais a partir dos 
receptores associados a protefna G 

Quando uma molecula de sinalizagao extracelular se liga a um GPCR, o receptor sofre 
uma mudanga conformacional que o permite ativar uma protema trimerica de ligagao 
a GTP (protema G), que acopla o receptor a enzimas ou canais ionicos na membrana. 
Em alguns casos, a protema G esta associada fisicamente ao receptor antes da ativagao 
deste, enquanto em outros ela se liga somente apos a ativagao do receptor. Existem va¬ 
rios tipos de protemas G, cada uma especifica para um conjunto particular de receptores 
associados e para um conjunto particular de protemas-alvo na membrana plasmatica. 
Todas tem, contudo, uma estrutura semelhante e funcionam de modo similar. 

As protemas G sao formadas por tres subunidades - a, p e 7 . No estado nao estimu- 
lado, a subunidade a esta ligada ao GDP, e a protema G esta inativa (Figura 15-22). Quan¬ 
do um receptor associado e ativado, ele atua como um fator de troca de nucleotideos de 
guanina (GEF) e induz a subunidade a a dissociar o GDP, permitindo que o GTP se ligue 
no seu lugar. Esta ligagao causa uma mudanga conformacional ativadora na subunidade 
Ga, liberando a protema G do seu receptor e desencadeando a dissociagao da subunida¬ 
de Ga do par Gp 7 - ambos interagem entao com varios alvos, tais como enzimas e canais 
ionicos na membrana plasmatica, a qual transmite o sinal adiante (Figura 15-23). 

A subunidade a e uma GTPase que se inativa ao hidrolisar o GTP ligado a ela em 
GDP. O tempo necessario para a hidrolise do GTP e curto porque a atividade de GTPase 
e grandemente aumentada pela ligagao da subunidade a a uma segunda protema, que 
pode ser a protema-alvo ou um regulador da sinalizagao da protema G (RGS) especifico. 
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As protemas RGS agem como proteinas ativadoras especificas da subunidade a da GTPase 
(GAPs) (ver Figura 15-8) e atuam na interrupgao de respostas mediadas pela proteina G 
em todos os eucariotos. Existem 25 protemas RGS codificadas no genoma humano e cada 
uma delas interage com um conjunto particular de protemas G. 

Algumas proteinas G regulam a produgao de AMP ciclico 

O AMP ciclico (cAMP) atua como um segundo mensageiro em algumas vias de sinaliza¬ 
gao. Um sinal extracelular pode aumentar a concentragao do cAMP mais de 20 vezes em 


Figura 15-22 A estrutura de uma 
proteina G inativa. (A) Observe que as 
subunidades a e 7 possuem moleculas de 
lipfdeos covalentemente ligadas (caudas 
vermelhas) que as ajudam na ligagao a 
membrana plasmatica, e a subunidade 
a tern um GDP ligado. (B) A estrutu¬ 
ra tridimensional da forma inativa da 
proteina G ligada a GDP chamada G s , que 
interage com muitos GPCRs, incluindo 
0 receptor p 2 -adrenergico mostrado nas 
Figuras 15-21 e 15-23. A subunidade a 
contem 0 domfnio GTPase e se liga de 
um lado da subunidade (3. A subunidade 
7 se liga ao lado oposto da subunidade 
(3 e as duas subunidades juntas formam 
uma unidade funcional unica. 0 domfnio 
GTPase da subunidade a contem dois 
subdomfnios principals: 0 domfnio "Ras", 
que se relaciona com outras GTPases e 
fornece uma face do bolsao de ligagao ao 
nucleotfdeo; e o domfnio em helice a ou 
"AH", que fixa 0 nucleotfdeo no lugar. (B, 
baseada em D.G. Lombright et al.. Nature 
379:311-319, 1996. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 




Figura 15-23 Ativagao de uma 
proteina G por um GPCR ativado. A 

ligagao de uma molecula de sinalizagao 
extracelular a um GPCR altera a confor¬ 
magao do receptor, o que permite que 
ele se ligue e altere a conformagao de 
uma proteina G trimerica. 0 domfnio AH 
da subunidade a da proteina G se move 
para o exterior para abrir o sftio de ligagao 
ao nucleotfdeo, promovendo, assim, a 
dissociagao do GDP. A ligagao do GTP 
promove, entao, o fechamento do sftio de 
ligagao ao nucleotfdeo, desencadeando as 
mudangas de conformagao que provocam 
a dissociagao da subunidade a do receptor 
e do complexo ( 37 . A subunidade a ligada 
ao GTP e 0 complexo (37 regulam as ati- 
vidades das moleculas de sinalizagao em 
etapas posteriores da via (nao mostrado). 

0 receptor permanece ativo enquanto a 
molecula de sinalizagao extracelular estiver 
ligada a ele, e pode, por isso, catalisar a 
ativagao de muitas moleculas de proteina 
G (Animagao 15.1). 
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Figura 15-24 Aumento da concentra¬ 
gao de AMP cfclico em resposta a um 
sinal extracelular. Esta celula nervosa 
em cultura responde ao neurotransmissor 
serotonina, que atua por meio de um 
GPCR e causa um rapido aumento na 
concentragao intracelular de AMP cfclico. 
Para acompanhar o nfvel de AMP cfclico, a 
celula recebeu uma protefna fluorescente 
que tern sua fluorescencia alterada quan- 
do ligada ao cAMP Azul indica um nfvel 
baixo, amarelo, um nfvel intermediario, e 
vermelho, um nfvel alto de AMP cfclico. 

(A) Na celula em repouso, o nfvel e de 
5 x 10“ 8 M. (B) Vinte segundos apos a 
adigao de serotonina ao meio de cultura, o 
nfvel intracelular de AMP cfclico subiu para 
mais de 10" 6 M nas partes relevantes da 
celula, um aumento de mais de 20 vezes. 
(De B.J. Bacskai et al., Science 260:222- 
226, 1993. Com permissao de AAAS.) 
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segundos (Figura 15-24). Conforme explicado anteriormente (ver Figura 15-14), uma 
resposta em tao pouco tempo requer que a smtese rapida da molecula seja equilibra- 
da por sua rapida degradagao ou remogao. O AMP cfclico e sintetizado a partir do ATP 
por uma enzima chamada adenililciclase, e e rapida e continuamente destruido pelas 
fosfodiesterases de cAMP (Figura 15-25). A adenililciclase e uma protema transmem- 
brana de passagem multipla grande, com o seu dominio catalitico no lado citosolico da 
membrana. Nos mamiferos existem pelo menos oito isoformas, sendo a maioria delas 
regulada por protemas G e ions Ca 2+ . 

Diversos sinais extracelulares agem pelo aumento das concentragoes de cAMP no 
interior da celula. Esses sinais ativam os GPCRs que estao acoplados a uma protema G 
estimuladora (G s ). A subunidade a ativada da G s se liga e ativa a adenililciclase. Outros 
sinais extracelulares, atuando por meio de diferentes GPCRs, reduzem os niveis de cAMP 
pela ativagao de uma protema G inibidora (Gi), a qual inibe a adenililciclase. 

Tanto a G s como a sao alvos de toxinas bacterianas de importancia medica. A 
toxina da colera, produzida pela bacteria que causa a colera, e uma enzima que catalisa 
a transference da ribose do ADP do NAD + intracelular para a subunidade a da G s . Essa 
ribosilagao altera a subunidade a de forma que ela nao possa mais hidrolisar seu GTP, fa- 
zendo com que se mantenha no estado ativo, estimulando indefinidamente a adenililci¬ 
clase. A elevagao prolongada nos niveis de cAMP nas celulas epiteliais intestinais provo- 
ca um grande influxo de Cl - e de agua para o lumen do intestino, causando, dessa forma, 
a diarreia grave que caracteriza a colera. A toxina pertussis , produzida pela bacteria que 
causa a coqueluche, catalisa a ribosilagao do ADP da subunidade a de G i; impedindo a 
interagao da protema com os receptores; como resultado, a protema G permanece no 
estado inativo ligado a GDP sendo incapaz de regular suas protemas-alvo. Essas duas to¬ 
xinas sao amplamente utilizadas em experimentos para determinar se a resposta celular 
a um sinal e mediada por G s ou por G f . 

Algumas das respostas mediadas pelo aumento na concentragao de cAMP estimu- 
lado por G s estao listadas na Tabela 15-1. Conforme mostra a tabela, tipos celulares dife¬ 
rentes respondem distintamente ao aumento na concentragao do cAMP. Alguns tipos ce¬ 
lulares, como os adipocitos, ativam a adenililciclase em resposta a multiplos hormonios 
e, assim, todos estimulam a degradagao dos triglicerideos (a forma de armazenamento 
de gordura) em acidos graxos. Os individuos com defeitos geneticos na subunidade a da 
G s mostram respostas reduzidas a determinados hormonios, resultando em anormalida- 
des metabolicas, desenvolvimento anormal dos ossos e retardamento mental. 

A protefna-cinase dependente de AMP cfclico (PKA) medeia a 
maioria dos efeitos do AMP cfclico 

Na maioria das celulas animais, o cAMP exerce seus efeitos principalmente pela ativagao 

da proteina-cinase dependente de AMP cfclico (PKA). Essa enzima fosforila serinas 

Figura 15-25 Smtese e degradagao do AMP dclico. 0 AMP cfclico (cAMP) e sintetizado a partir do ATP por 
uma reagao de ciclizagao, catalisada pela enzima adenililciclase, na qual sao removidos dois grupos fosfato na 
forma de pirofosfato (PP); a sfntese e impulsionada por uma pirofosfatase que hidrolisa o pirofosfato formado, 
liberando fosfato (nao mostrado). 0 cAMP e instavel na celula, pois e hidrolisado por uma fosfodiesterase espe- 
cffica, formando 5'-AMP, como indicado. 
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Algumas respostas celulares induzidas por hormonios mediadas 
por AMP cfclico 
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ou treoninas especificas em determinadas protemas-alvo, inclusive protemas de sina- 
lizagao intracelular e protemas efetoras, regulando suas atividades. As protemas-alvo 
distinguem-se nos diferentes tipos celulares, o que explica por que os efeitos do cAMP 
variam tanto dependendo do tipo celular (ver Tabela 15-1). 

No seu estado inativo, a PICA consiste em um complexo de duas subunidades cata- 
liticas e de duas subunidades reguladoras. A ligagao do cAMP as subunidades regulado- 
ras altera a conformagao dessas subunidades, provocando sua dissociagao do complexo. 
As subunidades cataliticas liberadas sao, assim, ativadas e fosforilam substratos protei- 
cos especificos (Figura 15-26). As subunidades reguladoras da PKA (tambem chamada 
de cinase A) sao importantes para localizar a enzima dentro da celula: protemas de an- 
coragem a cinase A ( AKAPs, A-kinase anchoring proteins) especiais se ligam simultanea- 
mente as subunidades reguladoras e a componentes do citoesqueleto ou a membrana 
de uma organela, confinando o complexo enzimatico a um determinado compartimento 
subcelular. Algumas dessas protemas de ancoragem tambem se ligam a outras protemas 
sinalizadoras, formando um complexo de sinalizagao. Uma AICAP localizada ao redor do 
nucleo das celulas musculares cardiacas, por exemplo, liga-se a PKA e a uma fosfodieste- 
rase que hidrolisa cAMP. Nas celulas nao estimuladas, a fosfodiesterase mantem baixa a 
concentragao local de cAMP, de forma que a PKA associada esta inativa; nas celulas esti¬ 
muladas, a concentragao de cAMP aumenta rapidamente, suplantando a fosfodiesterase 
e ativando a PKA. Entre as protemas-alvo fosforiladas e ativadas por PKA nestas celulas 
esta a fosfodiesterase adjacente, a qual reduz de novo, rapidamente, a concentragao de 
cAMP. Esse arranjo de retroalimentagao negativa converte o que seria uma resposta pro- 
longada a PKA em um pulso curto e localizado de atividade da PKA. 

Enquanto algumas respostas mediadas pelo cAMP ocorrem em segundos (ver Fi¬ 
gura 15-24), outras dependem de mudangas na transcrigao de genes especificos e levam 
horas para ocorrer totalmente. Nas celulas que secretam o hormonio peptidico soma- 
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Figura 15-26 Ativagao da protema- 
-cinase dependente de AMP ddico 
(PKA). A ligagao do cAMP as subunidades 
reguladoras do tetramero da PKA induz 
uma mudanga de conformagao, causando 
sua dissociagao das subunidades cataliticas 
e ativando, dessa forma, a fungao cina- 
sica dessas subunidades. A liberagao das 
subunidades cataliticas requer a ligagao 
de mais de duas moleculas de cAMP as su¬ 
bunidades reguladoras no tetramero. Essa 
exigencia aumenta muito a definigao da 
resposta da cinase a alteragoes na concen¬ 
tragao do cAMP, conforme discutido an- 
teriormente (ver Figura 15-16). As celulas 
de mamfferos possuem, pelo menos, dois 
tipos de PKA: o tipo I esta principalmente 
no citosol, enquanto o tipo II esta ligado, 
por meio de suas subunidades reguladoras 
e de protefnas de ancoragem especiais, 
as membranas plasmatica, nuclear, mito- 
condrial externa e aos microtubulos. Em 
ambos os tipos, contudo, quando as subu¬ 
nidades cataliticas estao livres e ativas, elas 
migram para o nucleo (onde fosforilam 
protefnas reguladoras de genes), enquanto 
as subunidades reguladoras permanecem 
no citoplasma. 
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Figura 15-27 Como o aumento na con¬ 
centrate) intracelular de AMP dclico 
altera a transcrigao genica. A ligagao de 
uma molecula de sinalizagao extracelular 
ao seu GPCR ativa a adenililciclase via G s 
e aumenta a concentragao de cAMP no 
citosol. Esse aumento ativa a PKA, e suas 
subunidades cataliticas liberadas entram 
no nucleo, onde fosforilam a proteina 
reguladora CREB. Apos a fosforilagao, esta 
proteina recruta o coativador CBP, que 
estimula a transcrigao genica. Pelo menos 
em alguns casos a CREB inativa esta ligada 
ao elemento de resposta ao AMP dclico 
(CRE) no DNA antes deste ser fosforilado 
(nao mostrado). Ver Animagao 15.2. 
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tostatina, por exemplo, o cAMP ativa o gene que codifica esse hormonio. A regiao regu¬ 
ladora do gene da somatostatina contem uma sequencia reguladora cis curta, chamada 
elemento de resposta ao cAMP (CRE) que e encontrado tambem na regiao reguladora 
de muitos outros genes ativados por cAMP. Um regulador de transcrigao especifico de- 
nominado proteina de ligagao a CRE (CREB; do ingles, CRE-binding ) reconhece essa 
sequencia. Quando a PKA esta ativada pelo cAMP, ela fosforila a CREB em uma unica 
serina; entao, a CREB fosforilada recruta o coativador de transcrigao chamado de pro¬ 
teina de ligagao a CREB (CBP, CREB-binding protein ), que estimula a transcrigao dos 
genes-alvo (Figura 15-27). Assim, a CREB pode transformar um sinal curto de cAMP em 
uma mudanga de longa duragao na celula, um processo que se acredita ter uma fungao 
importante em algumas formas de aprendizado e memoria no cerebro. 

Algumas proteinas G transmitem sinais atraves de fosfolipideos 

Muitos dos GPCRs exercem seus efeitos via ativagao da enzima de membrana fosfoli- 
pase C-P (PLCp, phospholipase C-/3). Na Tabela 15-2 estao citados alguns exemplos 
de respostas ativadas dessa forma. A fosfolipase atua sobre um fosfolipideo de inositol 
(um fosfoinositideo) chamado de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI[4,5]P 2 ), que esta 
presente em pequenas quantidades na camada interna da bicamada lipidica da mem¬ 
brana plasmatica (Figura 15-28). Os receptores que ativam essa via de sinalizagao do 
fosfolipideo de inositol o fazem principalmente por meio de uma proteina G chamada 
de G q , que ativa a PLCp, basicamente da mesma forma que a G s ativa a adenililciclase. A 
fosfolipase ativada age sobre o PI(4,5)P 2 gerando dois produtos: inositol 1,4,5-trifosfato 
(IP 3 ) e diacilglicerol. Nessa etapa, a via de sinalizagao se bifurca. 
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Algumas respostas celulares nas quais receptores associados a 
proteina G ativam a PLCp 
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A IP 3 e uma molecula hidrossoluvel que sai da membrana e se difunde rapida- 
mente no citosol. Quando alcanga o retfculo endoplasmatico (RE), liga-se aos canais de 
liberagao de Ca 2+ controlados por IP 3 (tambem chamados de receptores de IP 3 ) na 
membrana do RE, abrindo-os. O Ca 2+ estocado no RE e liberado atraves dos canais aber- 
tos, aumentando rapidamente sua concentragao no citosol (Figura 15-29). O aumento 
no Ca 2+ citosolico atua na propagagao do sinal pela influencia da atividade das protemas 
intracelulares sensiveis ao ion, como descreveremos em breve. 

Ao mesmo tempo em que o IP 3 produzido pela hidrolise do PI(4,5)P 2 aumenta a 
concentragao do Ca 2+ no citosol, o outro produto da clivagem do PI(4,5)P 2 , diacilglicerol, 
exerce diferentes efeitos. Ele tambem atua como um segundo mensageiro, mas perma- 
nece na membrana plasmatica, onde tern varios papeis potenciais na sinalizagao. Uma 
de suas fungoes principais e a de ativar uma protema-cinase chamada protema-cinase 
C (PKC), assim denominada porque e dependente de Ca 2+ . O aumento inicial no Ca 2+ 
citosolico, induzido por IP 3 , altera a PKC de forma que ela se desloca do citosol para a 
face citoplasmatica da membrana. Ai ela e ativada pela combinagao de Ca 2+ , diacilglice¬ 
rol e do fosfolipideo de membrana carregado negativamente, fosfatidilserina (ver Figura 
15-29). Uma vez ativada, a PKC fosforila protemas-alvo que variam dependendo do tipo 
celular. Os principios sao os mesmos ja apresentados anteriormente para a PKA, embora 
a maioria das protemas-alvo seja diferente. 

O diacilglicerol pode ser clivado e liberar acido araquidonico, que pode agir como 
um mensageiro ou ser usado na sintese de outras moleculas de sinalizagao lipidicas 
pequenas, chamadas de eicosanoides. A maioria das celulas de vertebrados produz ei- 
cosanoides, incluindo as prostaglandinas, as quais tern muitas atividades biologicas. 
Essas moleculas participam nas respostas inflamatorias e na resposta a dor, e muitos dos 
farmacos anti-inflamatorios (como acido acetilsalicilico, ibuprofeno e cortisona) atuam, 
em parte, inibindo sua sintese. 
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Figura 15-28 A hidrolise do Pl(4,5) 

P 2 pela fosfolipase C-0. Dois segundos 
mensageiros sao produzidos pela hidrolise 
do PI(4,5)P 2 : inositol 1,4,5-trifosfato (IP 3 ), 
que se difunde pelo citosol e libera Ca 2+ 
do retfculo endoplasmatico, e 0 diacilglice¬ 
rol, que permanece na membrana e ajuda 
na ativagao da protefna-cinase C (PKC; ver 
Figura 15-29). Existem varias classes de 
PKC, incluindo a classe p, que e ativada 
por GPCRs; veremos mais adiante que a 
classe 7 e ativada por uma classe de recep¬ 
tores acoplados a enzimas chamados de 
receptores tirosinas-cinase (RTKs). 
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Figura 15-29 Como os GPCRs aumen- 
tam o Ca 2+ citosolico e ativam a protei- 
na-cinase C. 0 GPCR ativado estimula a 
fosfolipase C-(3 (PLCp) ligada a membrana 
plasmatica via uma proteina G chamada 
G q . A subunidade a e o complexo 37 da 
G q estao envolvidos nessa ativagao. Dois 
segundos mensageiros sao produzidos 
quando 0 PI(4,5)P 2 e hidrolisado pela PLCp 
ativada. 0 inositol 1,4,5-trifosfato (IP 3 ) se 
difunde pelo citosol e se liga aos canais 
de Ca 2+ controlados por IP 3 na membrana 
do reticulo endoplasmatico, abrindo-os e 
liberando Ca 2+ . 0 gradiente eletroquimico 
de Ca 2+ atraves da membrana do reticulo 
faz com que 0 ion saia para 0 citosol quan¬ 
do os canais de liberagao estao abertos. 

0 diacilglicerol permanece na membrana 
plasmatica e, juntamente com a fosfati- 
dilserina (nao mostrada) e 0 Ca 2+ , auxilia 
na ativagao da proteina-cinase C, a qual e 
recrutada do citosol para a face citosolica 
da membrana plasmatica. Do total de mais 
de 10 isoformas diferentes da enzima em 
humanos, pelo menos quatro sao ativadas 
pelo diacilglicerol. (Animagao 15.3) 


Molecula de sinalizagao 


^ GPCR ativado 


PI 4,5-bifosfato 
(PI[4,5]P 2 ) 


Membrana 



Diacilglicerol plasmatica 


I Proteina- 
I -cinase 
' C ativada 


Lumen do 
reticulo 
endoplasmatico 




Ativagao do canal de 
liberagao de Ca 2+ 
regulado por IP 3 




0 Ca 2+ funciona como um mediador intracelular ubfquo 

Muitos sinais extracelulares, e nao somente aqueles que atuam via protemas G, desenca- 
deiam um aumento na concentragao citosolica de Ca 2+ . Nas celulas musculares, o Ca 2+ 
promove a contragao e tambem a secregao em diversas celulas secretoras, incluindo as 
celulas nervosas. O Ca 2+ tern numerosas outras fungoes em uma grande variedade de 
tipos celulares. Esse ion e um mediador efetivo de sinalizagao porque sua concentra¬ 
gao no citosol e normalmente muito baixa (~10~ 7 M) ; enquanto sua concentragao no 
fluido extracelular (~10 3 M) e no lumen do reticulo endoplasmatico (RE) (e no reticulo 
sarcoplasmatico [RS] no musculo) e alta. Assim, existe um grande gradiente atraves da 
membrana plasmatica e da membrana do RE e do RS, tendendo a conduzir o ion para o 
citosol. Quando um sinal abre transitoriamente os canais de Ca 2+ nessas membranas, o 
ion flui para o citosol, e o aumento resultante de 10 a 20 vezes na concentragao local do 
Ca 2+ ativa, na celula, protemas responsivas ao ion. 

Alguns estimulos, incluindo a despolarizagao da membrana, distensao da mem¬ 
brana e determinados sinais extracelulares, ativam os canais de Ca 2+ na membrana 
plasmatica, resultando em um influxo do ion a partir do exterior da celula. Outros si¬ 
nais, incluindo os mediados por GPCR descritos anteriormente, atuam principalmente 
por meio dos receptores de IP 3 para estimular a liberagao do Ca 2+ dos estoques intrace- 
lulares no RE (ver Figura 15-29). A membrana do RE tambem possui um segundo tipo 
de canal regulado por Ca 2+ chamado de receptor de rianodina (assim denominado 
devido a sua sensibilidade ao alcaloide vegetal rianodina), que se abre em resposta 
ao aumento dos niveis de Ca 2+ , amplificando, dessa forma, o sinal ao ion, conforme 
descreveremos em breve. 

Varios mecanismos encerram rapidamente o sinal do Ca 2+ e tambem sao respon- 
saveis por manter a concentragao baixa do ion no citosol das celulas em repouso. O 
mais importante e que existem bombas de Ca 2+ na membrana plasmatica e na mem¬ 
brana do RE que usam a energia da hidrolise do ATP para bombear o ion para fora do 
citosol. As celulas que fazem uso extensivo da sinalizagao mediada por Ca 2+ , como as 
musculares e as nervosas, possuem, em suas membranas plasmaticas, um transpor- 
tador de Ca 2+ adicional (permutador de Ca 2+ ativado por Na + ) que acopla o efluxo de 
Ca 2+ ao influxo de Na + . 


A retroalimentagao gera ondas e oscilagoes de Ca 2+ 

Os receptores de IP 3 e de rianodina da membrana do RE apresentam uma caracteristica 
importante: ambos sao estimulados por concentragoes citoplasmaticas de Ca 2+ baixas a 
moderadas. Essa liberagao de calcio induzida por Ca 2+ (CICR) resulta em retroalimen¬ 
tagao positiva, que tern um grande impacto sobre as propriedades da sinalizagao por 
Ca 2+ . A importancia dessa retroalimentagao pode ser vista claramente em estudos com 
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indicadores fluorescentes sensiveis ao Ca 2+ , tais como aequorina ou fura-2 (discutidos 
no Capitulo 9), que permitem aos pesquisadores monitorar o Ca 2+ citosolico em celulas 
individuais sob o microscopio (Figura 15-30 e Anima^ao 15.4). 

Quando as celulas que possuem um indicador de Ca 2+ sao tratadas com uma pe- 
quena quantidade de uma molecula sinalizadora extracelular que estimula a produgao 
de IP 3 , minusculos picos de Ca 2+ sao vistos em uma ou mais regioes discretas da celula. 
Essas faiscas ou picos de Ca 2+ refletem a abertura local de pequenos grupos de canais de 
liberagao de Ca 2+ controlados por IP 3 no RE. Como varias protemas de ligagao ao Ca 2+ 
atuam como tampoes de Ca 2+ e restringem a difusao do ion, o sinal frequentemente per- 
manece no si'tio de entrada do Ca 2+ no citosol. Se o sinal extracelular for suficientemente 
forte e persistente, contudo, a concentragao local de Ca 2+ pode alcangar um rnvel sufi- 
ciente para ativar receptores de IP 3 e de rianodina adjacentes, resultando em uma onda 
regenerativa de liberagao de Ca 2+ que se move pelo citosol (Figura 15-31), muito seme- 
lhante ao potencial de agao em um axonio. 
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Figura 15-30 Fertiliza^ao de um ovulo 
por um espermatozoide desencadeia 
uma onda de Ca 2+ citosolico. Este ovulo de 
estrela-do-mar foi injetado com um corante 
fluorescente sensfvel ao Ca 2+ antes de ser fer- 
tilizado. Pode-se observar uma onda de Ca 2+ 
citosolico ( vermelho), proveniente do reticulo 
endoplasmatico, movendo-se atraves do ovo a 
partir do local de entrada do espermatozoide 
(seta). Esta onda provoca uma alteragao na su- 
perficie do ovo, impedindo a entrada de outros 
espermatozoides e iniciando o desenvolvimen- 
to embrionario (Anima^ao 15.5). Acredita-se 
que o aumento inicial no Ca 2+ seja causado por 
uma forma de fosfolipase (PLC£) especifica do 
espermatozoide, liberada por ele no citoplasma 
do ovo no momento da fusao; a PLC£ hidrolisa 
PI(4,5)P 2 e produz IP 3 , que libera Ca 2+ do reti¬ 
culo endoplasmatico do ovo. 0 Ca 2+ estimula 
a liberagao de mais Ca 2+ do RE, produzindo a 
onda que se propaga, conforme explicado na 
Figura 15-31. (Cortesia de Stephen A. Strieker.) 


Figura 15-31 Retroalimentagao positiva 
e negativa produz oscilagdes e ondas de 

Ca 2+ . Este diagrama mostra os receptores de 
IP 3 e de rianodina em um segmento da mem¬ 
brana do RE: os receptores ativos estao em 
verde ; os inativos estao em vermelho. Quando 
uma pequena quantidade do IP 3 citosolico ativa 
um grupo de receptores de IP 3 em um sftio na 
membrana do RE (parte superior), a liberagao 
local de Ca 2+ promove a abertura dos recepto¬ 
res de IP 3 e de rianodina, resultando em mais li¬ 
beragao de Ca 2+ . Esta retroalimentagao positiva 
(indicada por sinais +) produz uma onda rege¬ 
nerativa de liberagao de Ca 2+ que se propaga 
pela celula (ver Figura 15-30). Essas ondas de 
liberagao de Ca 2+ se movem mais rapidamente 
por toda a celula do que seria possfvel por 
difusao simples. Tambem, ao contrario de uma 
difusao explosiva de ions Ca 2+ , que se torna 
mais diluida conforme se propaga, a onda 
regenerativa produz uma alta concentragao do 
ion na celula inteira. No final, a concentragao 
local inativa os receptores de IP 3 e de rianodina 
(parte central ; indicado por sinais - vermelhos), 
encerrando a liberagao de Ca 2+ . As bombas de 
Ca 2+ reduzem a concentragao local citosolica 
do ion ao seu nivel normal, baixo. O resultado 
e um pico de Ca 2+ : a retroalimentagao positiva 
leva a um aumento rapido no Ca 2+ citosolico, e 
a retroalimentagao negativa o baixa novamen- 
te. Os canais de Ca 2+ permanecem refratarios 
a uma estimulagao adicional por um periodo 
de tempo, retardando a geragao de outro pico 
(parte inferior). No final, contudo, a retroali¬ 
mentagao negativa se esgota, permitindo que 
IP 3 desencadeie outra onda de Ca 2+ . O resulta¬ 
do sao oscilagoes repetidas do ion (ver Figura 
15-32). Sob determinadas condigoes, essas os¬ 
cilagoes podem ser vistas como ondas de Ca 2+ 
repetitivas movendo-se por toda a celula. 
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Outra propriedade importante dos receptores de IP 3 e rianodina consiste na sua 
inibigao, apos um determinado intervalo de tempo, por altas concentragoes de Ca 2+ 
(uma forma de retro alimentagao negativa). Assim, o aumento do Ca 2+ em uma celula 
estimulada leva a inibigao de sua liberagao; como as bombas removem o Ca 2+ citosolico, 
sua concentragao cai (ver Figura 15-31). Esse declinio eventualmente elimina a retroali- 
mentagao negativa, permitindo que o Ca 2+ citosolico aumente outra vez. Assim como em 
outros casos de retroalimentagao negativa com retardo (ver Figura 15-18), o resultado 
e uma oscilagao na concentragao de Ca 2+ . Essas oscilagoes persistem pelo tempo em 
que os receptores permanecem ativados na superficie celular, e sua frequencia reflete a 
intensidade do estimulo extracelular (Figura 15-32). A frequencia, a amplitude e o ritmo 
das oscilagoes tambem podem ser modulados por outros mecanismos de sinalizagao, 
como a fosforilagao, que influencia a sensibilidade dos canais de calcio ao ion ou afeta 
outros componentes do sistema de sinalizagao. 

A frequencia das oscilagoes de Ca 2+ pode ser traduzida em uma resposta celular 
dependente de frequencia. Em alguns casos, essa resposta tambem e oscilatoria: nas ce- 
lulas da hipofise, por exemplo, a estimulagao por um sinal extracelular induz repetidos 
picos de Ca 2+ , sendo cada um deles associado a um aumento repentino na secregao de 
hormonio. Em outros casos, a resposta dependente de frequencia nao e oscilatoria: em 
alguns tipos de celulas, por exemplo, uma determinada frequencia de picos de Ca 2+ ativa 
a transcrigao de um determinado conjunto de genes, enquanto uma frequencia mais alta 
ativa a transcrigao de um conjunto diferente. Como as celulas percebem a frequencia de 
picos e alteram suas respostas? O mecanismo depende, presumivelmente, de protemas 
sensiveis ao Ca 2+ que alteram sua atividade em fungao da frequencia de picos. Uma pro- 
tema-cinase que atua como um dispositivo de memoria molecular parece possuir essa 
admiravel propriedade, conforme discutiremos a seguir. 

As proteinas-cinase dependentes de Ca 2+ /calmodulina fazem a 
mediagao de muitas respostas aos sinais de Ca 2+ 

Varias protemas de ligagao a Ca 2+ ajudam na transmissao do sinal citosolico de Ca 2+ . 
A mais importante e a calmodulina, encontrada em todas as celulas eucarioticas, 
nas quais constitui 1% do total da massa proteica. A calmodulina funciona como um 
receptor intracelular polivalente de Ca 2+ , mediando muitos processos regulados por 
Ca 2+ . Essa proteina consiste em uma unica cadeia polipeptidica altamente conserva- 
da, com quatro sitios de ligagao ao Ca 2+ de alta afinidade (Figura 15-33 A). Quando 
ativada pela ligagao ao ion, ela sofre uma mudanga de conformagao. Como dois ou 


Figura 15-32 Oscilagoes de Ca 2+ indu- 
zidas pela vasopressina em uma celula 
hepatica. As celulas foram carregadas 
com a aequorina, uma proteina sensfvel ao 
Ca 2+ , e expostas a concentragoes crescen- 
tes de vasopressina, que ativa um GPCR 
e, dessa forma, a PLC(3 (ver Tabela 15-2). 
Observe que a frequencia dos picos de Ca 2+ 
aumenta com o aumento da concentragao 
da vasopressina, mas a amplitude dos picos 
nao e afetada. Cada pico tern a duragao de 
7 segundos. (Adaptada de N.M. Woods, 
K.S.R. Cuthbertson e P.H. Cobbold, 

Nature 319:600-602, 1986. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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mais ions de Ca 2+ devem se ligar antes que a calmodulina adote sua conformagao 
ativa, a protema mostra uma resposta sigmoide a concentragoes aumentadas de Ca 2+ 
(ver Figura 15-16). 

A ativagao alosterica da calmodulina pelo Ca 2+ e analoga a ativagao da PICA pelo 
cAMP, exceto pelo fato de o complexo Ca 2+ /calmodulina nao ser dotado, ele proprio, de 
atividade enzimatica: o complexo atua ligando-se a outras protemas. Em alguns casos, 
a calmodulina serve como uma subunidade reguladora permanente de um complexo 
enzimatico, mas, na maioria das vezes, a ligagao do Ca 2+ permite a ligagao da protema a 
varias outras proteinas-alvo na celula, alterando suas atividades. 

O complexo Ca 2+ /calmodulina ativado sofre uma acentuada mudanga de con¬ 
formagao quando se liga a sua proteina-alvo (Figura 15-33B). Entre os alvos regulados 
pela calmodulina estao muitas enzimas e protemas de transporte de membrana. Como 
exemplo, Ca 2+ /calmodulina ativa uma bomba de Ca 2+ da membrana plasmatica que usa 
a hidrolise do ATP para transportar o ion para fora da celula. Assim, sempre que a con- 
centragao intracelular do Ca 2+ aumenta, a bomba e ativada, auxiliando no retorno do ion 
aos mveis citosolicos normais. 

Contudo, muitos dos efeitos do Ca 2+ sao indiretos e mediados por fosforilagoes ca- 
talisadas pela familia de protemas-cinase dependentes de Ca 2+ /calmodulina (CaM-ci- 
nases). Algumas fosforilam reguladores de transcrigao, como a CREB (ver Figura 15-27), 
ativando ou inibindo a transcrigao de genes especificos. 

Uma das CaM-cinases mais bem estudadas e a CaM-cinase II, que e encontrada na 
maioria das celulas animais, mas e especialmente significativa no sistema nervoso. Cons- 
titui 2% do total da massa proteica em algumas regioes do cerebro, e esta altamente con- 
centrada nas sinapses. A CaM-cinase II possui varias propriedades notaveis. Essa enzima 
possui uma estrutura quaternaria espetacular: 12 copias da enzima estao organizadas em 
um par de aneis empilhados, com os dominios cinase no exterior unidos a um eixo cen¬ 
tral (Figura 15-34). Essa estrutura ajuda a enzima a funcionar como um dispositivo de 
memoria molecular, tornando-se ativa quando exposta ao complexo Ca 2+ /calmodulina e 
permanecendo ativa mesmo apos a extingao do sinal de Ca 2+ . Isso porque as subunidades 
cinase adjacentes podem fosforilar umas as outras (processo denominado autofosforila- 
gao) quando a Ca 2+ /calmodulina as ativa (Figura 15-34). Uma vez que uma subunidade 
cinase e autofosforilada, ela permanece ativa mesmo na ausencia de Ca 2+ , prolongando, 
dessa forma, a duragao da atividade da cinase para alem da ativagao inicial do sinal de 
Ca 2+ . A enzima mantem sua atividade ate que uma proteina-fosfatase remova a autofos- 
forilagao e inative a cinase. A ativagao da CaM-cinase II pode, dessa forma, servir como 
um sinal de memoria de um pulso de Ca 2+ previo, e parece ter um papel importante nos 
mecanismos de memoria e de aprendizagem no sistema nervoso dos vertebrados. Os ca- 
mundongos mutantes sem uma subunidade especifica presente normalmente no cerebro 
apresentam defeitos especificos na sua capacidade de memoria espacial. 


Figura 15-33 A estrutura da Ca 2 / 
calmodulina. (A) A molecula tern a 
forma de um haltere, com duas extremi- 
dades globulares que se ligam a diversas 
proteinas-alvo. As extremidades globulares 
sao conectadas por uma helice a longa 
e exposta, que permite a proteina adotar 
um grande numero de conformagoes dife- 
rentes, dependendo da protefna-alvo com 
a qual esta interagindo. Cada uma das 
cabegas globulares possui dois dominios 
de ligagao ao Ca 2+ (Animagao 15.6). (B) 
Esta ilustrada a principal mudanga estru- 
tural que ocorre no complexo Ca 2+ /cal- 
modulina ao se ligar a uma protefna-alvo 
(neste exemplo, um peptfdeo que forma 
o domfnio de ligagao de uma protefna- 
-cinase dependente de Ca 2+ /calmodulina). 
Observe que o complexo Ca 2+ /calmodulina 
forma uma especie de "foice" que envolve 
o peptfdeo. Ele pode adotar diferentes 
conformagoes quando se liga a outros 
alvos. (A, baseado em dados de cristalo- 
grafia por difragao de raios X obtidos por 
Y.S. Babu et al„ Nature 315:37-40, 1985. 
Com permissao de Macmillan Publishers 
Ltd; B, baseado em dados de cristalografia 
por difragao de raios X obtidos por W.E. 
Meador, A.R. Means, e F.A. Quiocho, 
Science 257:1251-1255, 1992, e dados 
de espectroscopia por ressonancia magne- 
tica nuclear (RMN) obtidos por M. Ikura et 
al., Sc/ence 256:632-638, 1992.) 
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Figura 15-34 Ativagao gradual da CaM-cinase II. (A) Cada CaM-cinase II possui dois domfnios principals: 
um domfnio cinase aminoterminal (verde) e um domfnio central carboxiterminal ( azul ), unidos por urn segmento 
regulador. Seis CaM-cinases II estao organizadas formando um anel gigante no qual os domfnios centrais inte- 
ragem com alta afinidade, produzindo uma estrutura central rodeada pelo domfnio cinase. A enzima completa 
contem dois aneis empilhados, com um total de 12 cinases, mas somente um anel esta mostrado aqui. Quando 
a enzima esta inativa, o anel existe em um equilfbrio dinamico entre dois estados. 0 primeiro (superior, a es- 
querda) esta em um estado compacto, no qual o domfnio cinase interage com o domfnio central, de forma que 
o segmento regulador esta escondido no sftio ativo da cinase, bloqueando a atividade catalftica. No segundo 
estado inativo (superior, central), um domfnio cinase esta exposto e unido ao domfnio central por seu segmento 
regulador, o que continua a inibir a cinase, mas agora esta acessfvel a Ca 2+ /calmodulina que, se estiver presente, 
se ligara ao segmento regulador impedindo-o de inibir a cinase, dessa forma mantendo a cinase em um estado 
ativo (canto superior direito). Se a subunidade cinase adjacente tambem for exposta, ela tambem sera ativada 
pela Ca 2+ /calmodulina, e as duas cinases serao fosforiladas mutuamente nos seus segmentos reguladores (canto 
inferior direito). Essa autofosforilagao ativa a enzima. Tambem prolonga a atividade da enzima por dois motivos. 
Em primeiro lugar, ela captura a Ca 2+ /calmodulina de forma que esta so se dissocia da enzima quando os nfveis 
de Ca 2+ citosolico retornam aos valores basais por, pelo menos, 10 segundos (nao mostrado). Em segundo lugar, 
ela converte a enzima em uma forma independente de Ca 2+ , de maneira que a cinase permanece ativa mesmo 
apos a dissociagao da Ca 2+ /calmodulina (canto inferior esquerdo). Essa atividade continua ate que a agao de 
uma protefna-fosfatase anule a autofosforilagao da CaM-cinase II. (B) Este modelo estrutural da enzima esta 
baseado em analise de cristalografia por difragao de raios X. 

A notavel estrutura dodecamerica da enzima permite que ela alcance uma variagao ampla de estados 
intermediaries de atividade, em resposta a frequences diferentes de oscilagoes de Ca 2+ : frequences mais altas 
tendem a fazer com que mais subunidades da enzima alcancem o estado fosforilado ativo (ver Figura 15-35). 

0 comportamento da CaM-cinase II tambem e controlado pelo comprimento do segmento de ligagao entre o 
domfnio central e o da cinase. 0 segmento de ligagao e mais longo em algumas isoformas da enzima; nessas 
isoformas, o domfnio cinase tende a estar exposto com mais frequence, tornando-o mais sensfvel ao Ca 2+ . Este 
e outros mecanismos permitem que a celula module a capacidade de resposta da enzima as necessidades dos 
diferentes tipos de neuronios. (Adaptada de L.H. Chao et al.. Cell 146:732-745, 2011. Codigo PDB: 3SOA.) 

Outra propriedade notavel da CaM-cinase II consiste em que a enzima pode usar 
seu mecanismo de memoria intrinseca para decodificar a frequencia das oscilagoes do 
Ca 2+ . Acredita-se que essa propriedade seja importante especialmente nas sinapses, 
onde as mudangas dos mveis intracelulares de Ca 2+ em uma celula pos-sinaptica ativada 
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(A) Oscilagoes de Ca 2+ de baixa frequencia 


(B) Oscilagoes de Ca 2+ de alta frequencia 


podem resultar em mudangas de longa duragao na eficiencia subsequente dessa sinapse 
(discutido no Capitulo 11). Quando a enzima e exposta, ao mesmo tempo, a uma fosfata- 
se e a pulsos repetitivos de Ca 2+ /calmodulina de diferentes frequences, que mimetizam 
os pulsos observados nas celulas estimuladas, a atividade da enzima aumenta, propor- 
cionalmente, como uma fungao da frequencia do pulso (Figura 15-35). 

Algumas protefnas G regulam canais ionicos diretamente 

As protemas G nao atuam exclusivamente na regulagao da atividade das enzimas de 
membrana que alteram a concentragao de cAMP ou de Ca 2+ no citosol. A subunidade 
a de um tipo de protema G (chamada de G 12 ), por exemplo, ativa um GEF que converte 
uma GTPase monomerica da familia Rho (discutida mais adiante e no Capitulo 16) em 
sua forma ativa capaz de regular o citoesqueleto de actina. 

Em alguns outros casos, as protemas G ativam ou inativam diretamente os canais 
ionicos na membrana plasmatica da celula-alvo, alterando, dessa forma, a permeabili- 
dade aos ions e, por conseguinte, a excitabilidade da membrana. A acetilcolina, libera- 
da pelo nervo vago, por exemplo, reduz a frequencia cardiaca (ver Figura 15-5B). Uma 
classe especial de receptores de acetilcolina que ativam a protema G i; discutida ante- 
riormente, medeia esse efeito. A subunidade a da protema G i; uma vez ativada, inibe a 
adenililciclase (conforme descrito previamente), enquanto as subunidades P7 se ligam 
aos canais de K + da membrana plasmatica das celulas musculares cardiacas, abrindo- 
-os. A abertura desses canais dificulta a despolarizagao da celula, o que contribui para o 
efeito inibitorio da acetilcolina no coragao. (Os receptores de acetilcolina que sao ativa- 
dos pelo alcaloide fiingico muscarina sao chamados de receptores muscarmico de acetil¬ 
colina, para distingui-los dos receptores nicotmicos de acetilcolina, bem diferentes, que 
sao acoplados a canais ionicos nas celulas musculoesqueleticas e nas celulas nervosas e 
ativados por nicotina e por acetilcolina.) 

Outras protemas G regulam a atividade de canais ionicos de forma mais indireta, 
pela estimulagao da fosforilagao dos canais (p. ex., por PKA, PKC ou CaM-cinase) ou pela 
produgao ou degradagao de nucleotideos ciclicos que ativam ou inativam diretamente 
esses canais. Esses canais ionicos controlados por nucleotideos ciclicos tern um papel cri- 
tico no olfato e na visao, conforme discutiremos a seguir. 


Figura 15-35 CAM-cinase II como um 
decod if icador de frequencia das osci¬ 
lagoes de Ca 2+ . (A) Em presenga de baixa 
frequencia de picos de Ca 2+ , a enzima se 
torna inativa apos cada pico, uma vez que 
a autofosforilagao induzida pela ligagao de 
Ca 2+ /calmodulina nao mantem a atividade 
da enzima pelo tempo suficiente ate que 
surja 0 pico seguinte. (B) Em presenga de 
alta frequencia de picos, no entanto, a 
enzima nao consegue se inativar comple- 
tamente no intervalo entre os picos, de 
forma que ela aumenta progressivamente 
a atividade com cada pico. Se a frequencia 
de picos for suficientemente alta, esse au- 
mento progressive da atividade da enzima 
tera continuidade ate que seja autofos- 
forilada em todas as suas subunidades, 
alcangando, assim, a ativagao maxima. 
Embora nao esteja mostrado, uma vez que 
um numero suficiente de subunidades seja 
autofosforilado, a enzima pode ser manti- 
da em um estado altamente ativo, mesmo 
com uma frequencia relativamente baixa 
de picos de Ca 2+ (uma forma de memoria 
celular). A ligagao da Ca 2+ /calmodulina a 
enzima e aumentada pela autofosforilagao 
da CaM-cinase II (uma forma adicional 
de retroalimentagao positiva), ajudando 
a gerar uma resposta semelhante ao tipo 
"tudo ou nada" apos picos repetidos de 
Ca 2+ . (Dados de P.l. Hanson, T. Meyer, L. 
Stryer, e H. Schulman, Neuron 12:943- 
956, 1994. Com permissao de Elsevier.) 


0 olfato e a visao dependem de receptores associados a protema 
G que regulam canais ionicos 

Os humanos sao capazes de distinguir mais de 10 mil odores, detectados por neuronios ol- 
fatorios especializados localizados na mucosa nasal. Essas celulas reconhecem odores por 
meio de GPCRs especificos, chamados de receptores olfatorios; os receptores estao loca¬ 
lizados na superficie dos cilios modificados que se projetam das celulas (Figura 15-36). 
Os receptores agem por meio de cAMP. Quando estimulados pela ligagao de um odorante, 
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Figura 15-36 Neurdnios receptores 
olfatorios. (A) Representagao esquema- 
tica de um corte do epitelio olfatorio da 
cavidade nasal. Os neuronios olfatorios 
possuem cflios modificados que se proje- 
tam na superficie do epitelio e contem os 
receptores olfatorios, alem da maquinaria 
de transdugao de sinal. Quando a celula 
e ativada por um odorante, o axonio, que 
se estende a partir da extremidade oposta 
do receptor, envia sinais eletricos para o 
cerebro para gerar um potencial de agao. 
Pelo menos nos roedores, as celulas basais 
atuam como celulas-tronco, produzindo, 
ao longo da vida do animal, novos neu¬ 
ronios receptores para substituir os que 
morrem. (B) Micrografia eletronica de var- 
redura dos cflios na superficie de um neu¬ 
ronio olfatorio. (B, de E.E. Morrison e R.M. 
Costanzo, J. Comp. Neurol. 297:1-13, 
1990. Com permissao de Wiley-Liss.) 
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Figura 15-37 GMP ciclico. 



eles ativam uma proteina G especifica do olfato (conhecida como G o// ), que, por sua vez, 
ativa uma adenililciclase. O aumento resultante no cAMP abre os canais catidnicos contro- 
lados por cAMP, permitindo um influxo de Na + , o que despolariza a membrana do neuro- 
nio olfatorio e inicia um impulso nervoso que percorre o axonio ate o cerebro. 

Existem, em camundongos, cerca de mil receptores olfatorios diferentes, e cerca 
de 350 em humanos, cada um codificado por um gene diferente e reconhecendo um 
grupo diferente de odorantes. Cada neuronio olfatorio produz um unico tipo de recep¬ 
tor; o neuronio responde a um grupo especifico de odorantes por meio do seu respectivo 
receptor especifico, e cada odorante ativa seu proprio grupo de neuronios olfatorios. O 
mesmo receptor tern um papel crucial no direcionamento do prolongamento axonal de 
cada neuronio olfatorio em desenvolvimento para os neuronios-alvo cerebrais especi- 
ficos com os quais sera conectado. Um grupo diferente de GPCRs atua de forma seme- 
lhante em alguns vertebrados na mediagao da resposta aos feromdnios, sinais quimicos 
detectados em uma parte diferente da cavidade nasal e que sao utilizados na comuni- 
cagao entre os membros de uma mesma especie. Os humanos, contudo, parecem nao 
possuir receptores funcionais para feromonios. 

A visao dos vertebrados envolve um processo de detecgao de sinal altamente sen- 
sivel e tao elaborado quanto o do olfato. Tambem estao envolvidos canais ionicos con- 
trolados por nucleotideos ciclicos, mas, nesse caso, o nucleotideo envolvido e o GMP 
ciclico (Figura 15-37). Da mesma forma que para o cAMP, a concentragao de GMP cicli- 
co no citosol e controlada pela sua smtese rapida (pela guanililciclase) e pela sua rapida 
degradagao (pela fosfodiesterase de GMP ciclico ). 

Nas respostas de transdugao visual, que sao, entre as mediadas pelas protemas G, 
as mais rapidas conhecidas nos vertebrados, a ativagao do receptor pela luz resulta em 
redugao no nivel de GMP ciclico e nao em aumento. A via tern sido bem estudada nos 
fotorreceptores dos bastonetes (bastonetes) da retina de vertebrados. Os bastonetes 
sao responsaveis pela visao monocromatica no escuro, enquanto os fotorreceptores dos 
cones (cones) sao responsaveis pela visao colorida na presenga de luz. O bastonete e 
uma celula altamente especializada, com um segmento externo e um interno, um corpo 
celular e uma regiao sinaptica por meio da qual o sinal quimico e transmitido para a ce¬ 
lula nervosa da retina (Figura 15-38). Esta transmite o sinal para outra celula nervosa na 
retina, que, por sua vez, o transmite para o cerebro. 

O sistema de fototransdugao esta no segmento externo do bastonete, que contem 
uma pilha de discos cada um deles formado por um saco membranoso fechado cheio 
de moleculas fotossensiveis de rodopsina. A membrana plasmatica que envolve o seg¬ 
mento externo possui canais de Na + controlados por GMP ciclico . O GMP ciclico ligado 
aos canais os mantem abertos no escuro. Paradoxalmente, a luz causa uma hiperpola- 
rizagao da membrana plasmatica (o que inibe a sinalizagao sinaptica) ao inves de uma 
despolarizagao (o que estimularia a sinalizagao sinaptica). A hiperpolarizagao (ou seja, 
o potencial de membrana se torna mais negativo - discutido no Capitulo 11) acontece 
porque a ativagao pela luz das moleculas de rodopsina na membrana do disco provoca 
uma queda na concentragao de GMP ciclico e o fechamento dos canais de cations na 
membrana plasmatica que envolve o conjunto dos discos (Figura 15-39). 
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Figura 15-38 Um bastonete fotorreceptor. Existem cerca de mil discos no segmento externo. As membranas 
dos discos nao estao conectadas com a membrana plasmatica. Os segmentos externo e interno sao partes espe- 
cializadas de um alio primario (discutido no Capitulo 16). Os cflios primarios se estendem a partir da superficie 
da maioria das celulas de vertebrados, nas quais servem como uma organela de sinalizagao. 


A rodopsina e um membro da familia de GPCRs, porem o sinal extracelular ativa- 
dor nao e uma molecula, mas sim um foton de luz. Cada molecula de rodopsina possui 
um cromoforo, o 11 -cis retinal, ligado covalentemente e que isomeriza quase de maneira 
instantanea para retinal na forma trans quando absorve um unico foton. A isomerizagao 
altera a forma do retinal, forgando uma mudanga conformacional na protema (opsina). 
A rodopsina ativada altera a conformagao da protema G transducina (G ? ), fazendo com 
que sua subunidade a ative a fosfodiesterase do GMP ciclico. A enzima hidrolisa o GMP 
ciclico, reduzindo, assim, seus mveis no citosol. Essa queda na concentragao leva a uma 
redugao na quantidade de GMP ciclico ligado aos canais de cations na membrana plas¬ 
matica, provocando o fechamento deles. Dessa forma, o sinal e transmitido rapidamente 
da membrana do disco para a membrana plasmatica, e o sinal luminoso e convertido 
em sinal eletrico, por meio da hiperpolarizagao da membrana plasmatica do bastonete. 

Os bastonetes utilizam varios ciclos de retroalimentagao negativa para permitir 
que as celulas retornem rapidamente a um estado escuro de repouso que se segue a um 
sinal luminoso, uma exigencia para que a brevidade do sinal seja percebida. Uma protei- 
na-cinase especifica da rodopsina, chamada de rodopsina-cinase ( RK ), fosforila varias 
serinas na cauda citosolica da rodopsina ativada, inibindo parcialmente sua capacidade 
de ativar a transducina. Uma protema inibitoria chamada de arrestina (discutida adiante 
no capitulo) liga-se, entao, a rodopsina fosforilada, inibindo sua atividade. Se o gene que 
codifica RK, em camundongos ou em humanos, for inativado por mutagao, a resposta 
dos bastonetes a luz e prolongada. 

Ao mesmo tempo em que a rodopsina e inativada pela arrestina, uma protema 
RGS (discutida anteriormente) liga-se a transducina ativada, estimulando a hidrolise do 
GTP ligado a ela a GDP, fazendo-a retornar ao seu estado inativo. Alem disso, os canais 
de cations que se fecham em resposta a luz sao permeaveis tambem ao Ca 2+ , bem como 
ao Na + , de forma que, quando fecham, inibem o influxo normal de Ca 2+ , fazendo dimi- 
nuir a concentragao do ion no citosol. Essa queda na concentragao estimula a guani- 
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Figura 15-39 Resposta do bastonete 
ao estimulo luminoso. Os fotons sao 
absorvidos pelas moleculas de rodopsina 
nos discos do segmento externo. Isso leva 
ao fechamento dos canais de cations na 
membrana plasmatica, o que a hiperpola- 
riza e reduz a taxa de liberagao do neuro- 
transmissor na regiao sinaptica. Como o 
neurotransmissor inibe muitos neuronios 
pos-sinapticos da retina, a luz serve para 
reverter a inibigao e, assim, excita-los. As 
conexoes neurais da retina ficam entre a 
fonte de luz e o segmento externo, e a 
luz deve passar por toda a sinapse e pelo 
nucleo do bastonete para alcangar os sen- 
sores de luz. 
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lilciclase, que repoe rapidamente o GMP ciclico, fazendo seu nivel retornar aquele de 
antes do estimulo luminoso. A ativagao da guanililciclase e mediada por uma protema 
especifica sensivel ao Ca 2+ que responde a queda dos mveis do ion. Em contraste com 
a calmodulina, essa protema esta inativa quando tern Ca 2+ ligado a ela e esta ativa na 
ausencia do ion. Por isso, ela estimula a ciclase quando os mveis de Ca 2+ diminuem em 
consequencia de uma resposta a luz. 

Os mecanismos de retroalimentagao negativa fazem mais do que levar o bastonete 
a um estado de repouso apos um estimulo luminoso; eles tambem auxiliam na adapta- 
gao do fotorreceptor, reduzindo sua resposta, quando exposto continuamente a luz. A 
adaptagao, conforme discutido anteriormente, permite que a celula receptora funcione 
como um detector sensivel de mudangas na intensidade do estimulo, abrangendo uma 
enorme variagao de mveis basais de estimulagao. Por isso podemos ver estrelas fracas 
em um ceu escuro ou o flash de uma camera fotografica em um dia de sol. 

A Tabela 15-3 mostra um resumo das quatro principais familias as quais perten- 
cem as varias protemas G trimericas apresentadas neste capitulo. 

0 oxido nftrico e um mediador de sinalizaqao gasoso que passa 
entre as celulas 

As moleculas sinalizadoras como o calcio e os nucleotideos ciclicos sao pequenas mo- 
leculas hidrofilicas que geralmente atuam no interior das celulas nas quais sao pro- 
duzidas. Algumas moleculas sinalizadoras, contudo, sao suficientemente pequenas 
e hidrofobicas, ou ambas, para atravessar facilmente a membrana plasmatica e levar 
sinais para as celulas mais proximas. Um importante e extraordinario exemplo e o gas 
oxido nitrico (NO; do ingles, nitric oxide), que funciona como molecula de sinaliza- 
gao em varios tecidos de animais e plantas. 

Nos mamiferos, uma das muitas fungoes do NO e a de relaxar a musculatura lisa 
nas paredes de vasos sanguineos. O neurotransmissor acetilcolina estimula a smtese 
do NO pela ativagao de um GPCR na membrana das celulas endoteliais que revestem 
o interior do vaso. O receptor ativado desencadeia a smtese de IP 3 e a liberagao de Ca 2+ 
(ver Figura 15-29), levando a estimulagao de uma enzima que sintetiza NO. Como o oxi- 


f Quatro principais familias das proteinas G trimericas* 

Familia 

Alguns membros 
da familia 

Subunidades que 
medeiam a agao 

Algumas fungoes 

1 

G s 

a 

Ativa a adenililciclase; ativa canais de 

Ca 2+ 


G„,f 

a 

Ativa a adenililciclase nos neuronios 
sensoriais olfatorios 

II 

G, 

a 

Inibe a adenililciclase 




Ativa canais de K + 


Go 

P7 

Ativa canais de K + ; inativa canais de Ca 2+ 



a e P7 

Ativa a fosfolipase C-p 


G t (transducina) 

a 

Ativa a fosfodiesterase de GMP ciclico 
nos fotorreceptores dos bastonetes de 
vertebrados 

III 

G c 

a 

Ativa a fosfolipase C-p 

IV 

G 12 /"13 

a 

Ativa as GTPases monomericas da 
familia Rho (via Rho-GEF) para regular 0 
citoesqueleto de actina 


*As familias sao determinadas pela sequencia de aminoacidos das subunidades a. Sao mostrados somente 
exemplos selecionados. Em humanos foram descritas cerca de 20 subunidades a e, pelo menos, seis subunida¬ 
des p e 11 subunidades 7 . 
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do nitrico dissolvido atravessa facilmente membranas, difunde-se para fora da celula 
onde e produzido e para as celulas musculares lisas adjacentes, onde causa relaxamento 
muscular e, com isso, dilatagao dos vasos sagumeos (Figura 15-40). Ele atua apenas lo- 
calmente, porque tern uma meia-vida curta, de 5 a 10 segundos no espago extracelular, 
antes de se converter em nitratos e nitritos pela agao do oxigenio e da agua. 

O efeito do NO sobre os vasos sangumeos explica o mecanismo de agao da ni- 
troglicerina, que tern sido usada por 100 anos no tratamento de pacientes com angina 
(dor resultante do fluxo sanguineo inadequado do musculo cardiaco). A nitroglicerina 
e convertida em NO, o que relaxa os vasos sangumeos. Isso reduz a carga de trabalho do 
coragao e, como consequencia, reduz a necessidade de oxigenio do musculo cardiaco. 

O gas NO e produzido pela desaminagao do aminoacido arginina, catalisada pelas 
enzimas chamadas oxido NO sintase (NOS) (ver Figural5-40). A NOS das celulas endo- 
teliais e chamada de eNOS, enquanto a das celulas nervosas e musculares e chamada de 
nNOS. Tanto eNOS como nNOS sao estimuladas por Ca 2+ . Os macrofagos, ao contrario, 
produzem ainda outra NOS, chamada de NOS induzivel ( iNOS ), ativada constitutiva- 
mente, mas sintetizada somente quando as celulas sao ativadas, geralmente em resposta 
a uma infecgao. 

Em algumas celulas-alvo, incluindo as da musculatura lisa, o NO se liga reversi- 
velmente ao ferro no sitio ativo da guanililciclase e estimula a sintese de GMP ciclico. O 
NO pode aumentar o GMP ciclico no citosol em segundos, porque a velocidade normal 
de reposigao do GMP ciclico e alta: a degradagao rapida a GMP, por agao de uma fosfo- 
diesterase, constantemente equilibra a produgao de GMP ciclico por guanilil-ciclase. 

O medicamento Viagra® e outros similares inibem a fosfodiesterase de GMP ciclico no 
penis, aumentando, dessa forma, o tempo no qual os niveis de GMP ciclico perma- 
necem elevados nas celulas musculares lisas dos vasos sangumeos penianos depois 
que a produgao de NO e induzida por terminais nervosos locais. O GMP ciclico, por 
sua vez, mantem os vasos sangumeos relaxados e o penis ereto. O NO tambem pode 
agir independentemente do GMP ciclico. Ele pode, por exemplo, alterar a atividade de 
uma protema intracelular pela nitrosilagao covalente de grupos tiol (-SH) em cistemas 
especificas da protema. 

Figura 15-40 Papel do oxido nitrico (NO) no relaxamento do musculo liso da parede de urn 
vaso sanguineo. (A) Corte transversal simplificado de um vaso sanguineo, mostrando as celulas en- 
doteliais revestindo o lumen e as celulas musculares lisas em volta delas. (B) 0 neurotransmissor acetil- 
colina estimula a dilatagao do vaso pela ativagao de um GPCR - o receptor muscarinico de acetilcolina 
- na superficie das celulas endoteliais. Esse receptor ativa uma proteina G, G q estimulando, assim, a 
sintese de IP 3 e a liberagao de Ca 2+ pelos mecanismos mostrados na Figura 15-29. 0 Ca 2+ ativa a oxido 
nitrico sintase, induzindo a produgao de NO pelas celulas endoteliais a partir da arginina. 0 NO se di- 
funde para fora das celulas endoteliais e para dentro das celulas musculares subjacentes, onde ativa a 
guanililciclase para produzir GMP ciclico. Este desencadeia uma resposta que causa o relaxamento das 
celulas musculares, aumentando o fluxo de sangue pelo vaso. 
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Uma molecula de rodopsina 
absorve um foton 


I 

Sao ativadas 500 moleculas 
de protemas G (transducina) 

i 

Sao ativadas 500 moleculas de 
fosfodiesterase de GMP ciclico 

l 

Sao hidrolisadas 10 5 
moleculas de GMP ciclico 

\ 


250 canais de cations 
se fecham 



I 

O SINAL E TRANSMITIDO PARA O CEREBRO 

Figura 15-41 Amplificagao da casca- 
ta catalftica, induzida pela luz, nos 
bastonetes de vertebrados. As setas 
vermelhas indicam onde ocorrem as eta- 
pas de amplificagao, e a espessura das 
setas indica a magnitude aproximada da 
amplificagao. 


Os segundos mensageiros e as cascatas enzimaticas amplificam 
os sinais 

Apesar das diferengas nos detalhes moleculares, os sistemas de sinalizagao desencadea- 
dos pelos GPCRs compartilham determinadas caracteristicas e sao controlados por prin- 
cipios gerais semelhantes. Eles dependem de cadeias de transmissao de protemas si- 
nalizadoras intracelulares e segundos mensageiros. Essas cadeias fornecem numerosas 
oportunidades de amplificagao das respostas aos sinais extracelulares. Por exemplo, na 
cascata de transdugao visual descrita anteriormente, uma unica molecula de rodopsina 
ativada catalisa a ativagao de centenas de moleculas de transducina em uma velocidade 
de 1.000 moleculas por segundo. Cada uma delas ativa uma molecula de fosfodiesterase 
de GMP ciclico, cada uma das quais hidrolisa 4 mil moleculas de GMP ciclico por se¬ 
gundo. Essa cascata catalitica demora cerca de 1 segundo e resulta na hidrolise de mais 
de 10 5 moleculas de GMP ciclico para cada quantum de luz absorvido, e a consequente 
queda na concentragao de GMP ciclico promove o fechamento transitorio de centenas 
de canais de cations na membrana plasmatica (Figura 15-41). Como resultado, um bas- 
tonete responde a um unico foton de luz de uma forma altamente reprodutivel no tempo 
de duragao e na magnitude. 

Da mesma maneira, quando uma molecula de sinalizagao extracelular se liga a um 
receptor que ativa indiretamente a adenililciclase via G s , cada proteina receptora pode 
ativar muitas moleculas de G s , e cada uma delas ativa uma molecula de ciclase. Cada 
ciclase, por sua vez, catalisa a conversao de um grande mimero de moleculas de ATP em 
cAMP. Na via do IP 3 acontece uma amplificagao semelhante. Nessas vias, uma mudanga 
nanomolar (10 9 M) na concentragao de um sinal extracelular pode induzir mudangas 
micromolares (10~ 6 M) na concentragao de um segundo mensageiro como cAMP ou 
Ca 2+ . Como esses mensageiros funcionam como efetores alostericos na ativagao de en- 
zimas ou de canais ionicos especificos, uma unica molecula de sinalizagao extracelular 
pode causar a alteragao de milhares de moleculas proteicas dentro da celula-alvo. 

Qualquer uma dessas cascatas amplificadoras de sinais estimuladores requer me- 
canismos de regulagao em cada etapa, a fim de restabelecer o estado de repouso do siste- 
ma quando o sinal cessa. Conforme enfatizado anteriormente, a resposta a estimulagao 
sera rapida somente se os mecanismos de inativagao tambem forem rapidos. Para isso, 
as celulas sao dotadas de mecanismos eficientes para degradar (e ressintetizar) nucleoti- 
deos ciclicos de forma rapida, para tamponar e remover o Ca 2+ citosolico e para desativar 
enzimas e canais ionicos que tenham sido ativados. Isso nao e essencial somente para 
desativar uma resposta, mas tambem e importante para definir o estado de repouso a 
partir do qual ela inicia. 

Cada proteina na cadeia de transmissao do sinal, incluindo o proprio receptor, 
pode ser um alvo para regulagao, como veremos a seguir. 

A dessensibilizagao dos receptores associados a proteina G 
depende da fosforilagao do receptor 

Como discutido anteriormente, quando as celulas-alvo sao expostas, por um longo pe- 
riodo, a altas concentragoes de um ligante estimulador, elas se tornam dessensibilizadas, 
ou adaptadas, de varias maneiras diferentes. Uma categoria importante de mecanismos 
de adaptagao depende de alteragoes na quantidade ou nas condigoes das proprias mo¬ 
leculas receptoras. 

No caso dos GPCRs, existem tres formas gerais de adaptagao (ver Figura 15-20): (1) 
No sequestro do receptor ; eles sao temporariamente transferidos para o interior da celula 
(interiorizados) de forma que nao tern mais acesso ao seu ligante. (2) Na retrorregulagao, 
eles sao destruidos nos lisossomos apos a internalizagao. (3) Na inativagao do receptor, 
eles sao alterados de forma a nao poder mais interagir com as protemas G. 

Em cada caso, a dessensibilizagao dos receptores depende da sua fosforilagao pe- 
las enzimas PKA, PKC, ou por um membro da familia das GPCRs-cinases (GRKs), que 
incluem a cinase especifica da rodopsina, RK, envolvida na dessensibilizagao dos basto¬ 
netes, discutida anteriormente. As GRKs fosforilam varias serinas e treoninas do recep- 
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ativado dessensibilizado 



GPCR-cinase (GRK) 


Figura 15-42 Fungoes das GPCR-cinases (GRKs) e das arrestinas na dessensibilizagao desses recep- 
tores. Uma GRK fosforila somente os receptores ativados porque sao estes que a ativam. A ligagao de uma 
arrestina ao receptor fosforilado impede a ligagao deste a proteina G e controla tambem sua endocitose (nao 
mostrado). Camundongos deficientes em uma forma de arrestina, por exemplo, nao sao dessensibilizados em 
resposta a morfina, atestando a importance das arrestinas no processo. 


tor, mas isso so acontece apos sua ativagao pelo ligante. Como no caso da rodopsina, tao 
logo o receptor seja fosforilado, ele se liga com alta afinidade a um membro da familia 
das arrestinas (Figura 15-42). 

A arrestina ligada ao receptor contribui de duas formas, pelo menos, com o proces¬ 
so de dessensibilizagao. Na primeira, ela impede a interagao do receptor ativado com as 
protemas G. Na segunda, ela serve como uma proteina adaptadora que acopla o receptor 
a maquinaria endocitica dependente da clatrina (discutida no Capitulo 13), induzindo 
endocitose mediada por receptor. O destino do complexo GPCR-arrestina internalizado 
depende de outras protemas do complexo. Em alguns casos, o receptor e desfosforilado 
e reciclado para a membrana plasmatica, para ser reutilizado. Em outros, ele e ubiquiti- 
nado, endocitado e degradado nos lisossomos (discutido mais adiante). 

A endocitose de receptores nao necessariamente faz o receptor parar de sinalizar. 
Em alguns casos, a arrestina ligada recruta outras protemas sinalizadoras para transmitir 
o sinal adiante, a partir dos GPCRs internalizados, ao longo de novas vias. 

Resumo 

Indiretamente, os GPCRs ativam ou inativam, via protemas G, as enzimas ligadas a 
membrana plasmatica e aos canais idnicos. Quando um receptor ativado estimula uma 
proteina G, esta sofre uma mudanga conformacional que ativa sua subunidade a, de- 
sencadeando, dessa forma, a liberagao de um complexo j By. Cada componente pode, 
entao, regular diretamente a atividade das proteinas-alvo na membrana plasmatica. 
Alguns GPCRs ativam ou inativam a adenililciclase, alterando assim a concentragao 
intracelular do segundo mensageiro AMP ciclico. Outros inativam umafosfolipase C es- 
pecifica de fosfoinositideos (PLCfi), a qual gera dois segundos mensageiros. Um deles 
e o inositol 1,4,5-trifosfato (IPj, que libera Ca 2+ do RE, aumentando, dessa forma, a 
concentragao do ion no citosol. O outro e o diacilglicerol, que permanece na membrana 
plasmatica e ativa a proteina-cinase C (PKC). Um aumento nos niveis deAMP ciclico ou 
de Ca 2+ citosolicos afeta as celulas principalmente por estimular uma proteina-cinase 
dependente de cAMP (PICA) e as proteinas-cinase dependentes de Ca 2+ /calmodulina 
(CaM-cinases), respectivamente. 

A PKC, a PKA e a CaM-cinase fosforilam proteinas-alvo especificas, alterando, as¬ 
sim, a atividade dessas proteinas. Cada tipo de celula possui seu conjunto caracteristico de 
proteinas-alvo que e regulado dessa maneira, permitindo que a celula construa sua res¬ 
posta caracteristica propria aos segundos mensageiros. As cascatas de sinalizagao intra- 
celulares ativadas pelos GPCRs permitem que as respostas sejam bastante amplificadas, 
de forma que diversas proteinas-alvo sao alteradas para cada molecula de sinalizagao 
extracelular ligada ao seu receptor. As respostas mediadas pelos GPCRs sao rapidamente 
desligadas quando o sinal extracelular e removido, e os GPCRs ativos sao inativados por 
fosforilagao e associagao com arrestinas. 





850 PARTE IV Organizagao interna da celula 


SINAUZACAO POR MEIO DE RECEPTORES 
ACOPLADOS A ENZIMAS 

Assim como os GPCRs, os receptores acoplados a enzimas sao protemas transmem¬ 
brana, com seu dominio de interagao com o ligante localizado na superficie externa da 
membrana plasmatica. Seu dominio citosolico, entretanto, em vez de estar associado a 
uma protema G trimerica, associa-se diretamente a uma enzima ou tern atividade enzi- 
matica intrinseca. Enquanto os GPCRs possuem sete segmentos transmembrana, cada 
subunidade dos receptores acoplados a enzimas possui apenas um. Os GPCRs e os re¬ 
ceptores acoplados a enzimas frequentemente ativam algumas das mesmas vias de sina¬ 
lizagao. Nesta segao, descreveremos algumas das caracteristicas importantes da sinali¬ 
zagao pelos receptores acoplados a enzimas, com enfase na classe mais comum dessas 
protemas, o receptor tirosina-cinase. 

Os receptores tirosinas-cinase ativados se autofosforilam 

Diversas protemas de sinalizagao extracelular atuam por meio dos receptores tirosinas- 
-cinase (RTKs). Estas incluem protemas secretadas e ligadas a superficie celular que 
controlam o comportamento celular nos animais em desenvolvimento e em adultos. Al¬ 
gumas dessas protemas e seus RTKs estao na Tabela 15-4. 

Existem 60 RTKs humanos, que podem ser classificados em 20 subfamilias estru- 
turais, cada uma delas destinada a sua familia complementar de ligantes proteicos. A 
Figura 15-43 mostra as caracteristicas estruturais basicas de algumas das familias que 
atuam nos maimferos. Em todos os casos, a ligagao da protema de sinalizagao ao domi¬ 
nio de interagao com o ligante na face extracelular do receptor ativa o dominio tirosina- 
-cinase na face citosolica. Isso leva a fosforilagao das cadeias laterais da tirosina na parte 
citosolica do receptor, criando sitios de ancoragem para varias protemas de sinalizagao 
intracelular que transmitem o sinal. 

De que forma a interagao com um ligante extracelular ativa o dominio de cinase, 
do outro lado da membrana plasmatica? Acredita-se que, no caso de um GPCR, a ligagao 
altere a orientagao relativa de varias a-helices transmembrana, alterando, dessa forma, 
a posigao relativa das algas citoplasmaticas. Contudo, e improvavel que uma mudanga 
conformacional se propague atraves da bicamada lipidica por meio de uma unica a-heli- 
ce transmembrana. Em vez disso, para a maioria dos RTKs, a interagao com o ligante pro- 


Algumas proteinas de sinalizagao que atuam via receptores tirosinas-cinase 

Familia de proteinas de sinalizagao Familia de receptores Algumas respostas representatives 

Fator de crescimento epidermico (EGF) 

Receptores EGF 

Estimula sobrevivencia, crescimento, proliferagao, ou 
diferenciagao de varios tipos celulares; atua como sinal indutor no 
desenvolvimento 

Insulina 

Receptor de insulina 

Estimula a utilizagao de carboidratos e de sintese proteica 

Fator de crescimento semelhante a insulina 
(IGF1) 

Receptor IGF-1 

Estimulam o crescimento celular e a sobrevivencia em muitos 
tipos celulares 

Fator de crescimento neural (NGF) 

Receptores Trk 

Estimula a sobrevivencia e o crescimento de alguns neuronios 

Fator de crescimento derivado de plaquetas 
(PDGF) 

Receptores PDGF 

Estimula a sobrevivencia, o crescimento, a proliferagao e a 
migragao de varios tipos celulares 

Fator estimulador de coldnia de macrdfagos 
(MCSF) 

Receptor de MCSF 

Estimula a proliferagao e a diferenciagao de monocitos/ 
macrofagos 

Fator de crescimento de fibroblastos (FGF) 

Receptores FGF 

Estimula a proliferagao de varios tipos celulares; inibe a 
diferenciagao de algumas celulas precursoras; atua como sinal 
indutor no desenvolvimento 

Fator de crescimento endotelial vascular 
(VEGF) 

Receptor de VEGF 

Estimula a angiogenese 

Efrina 

Receptores Eph 

Estimula a angiogenese; guia a migragao de celulas e de axonios 
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delGFI dePDGF, deVEGF 
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Figura 15-43 Algumas subfamMias 
de receptores tirosinas-cinase. Estao 
indicados somente um ou dois membros 
de cada subfamflia. Observe que em 
alguns casos, o domfnio tirosina-cinase e 
interrompido por uma "regiao de insergao 
de cinase" que e um segmento extra que 
emerge do domfnio cinase enovelado. Nao 
estao mostradas as fungoes da maioria dos 
domfnios ricos em cistefnas, dos domfnios 
semelhantes a imunoglobulina e dos do¬ 
mfnios semelhantes a fibronectina do tipo 
III. Na Tabela 15-4, estao listados alguns 
dos ligantes desses receptores, juntamente 
com alguns exemplos das respostas me- 
diadas por eles. 


voca a dimerizagao dos receptores, unindo os dois dommios citoplasmaticos da cinase, 
promovendo, dessa forma, sua ativagao (Figura 15-44). 

A dimerizagao estimula a atividade da cinase por uma variedade de mecanismos. 
Em muitos casos, como no do receptor da insulina, a dimerizagao simplesmente apro- 
xima os dommios cinase em uma orientagao que permite que fosforilem um ao outro 
em tirosinas especificas nos sitios ativos da cinase, promovendo, desse modo, mudangas 
conformacionais que ativam ambos os dommios cinase. Em outros casos, como no do 
receptor do fator de crescimento epidermico ( EGF ), a cinase nao e ativada por fosforila¬ 
gao, mas por mudangas conformacionais resultantes de interagoes entre os dois domi- 
nios cinase fora dos seus sitios ativos (Figura 15-45). 
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Figura 15-44 Ativagao dos receptores tirosinas-cinase por dimerizagao. Na ausencia de sinais extracelula- 
res, a maioria dos RTKs existem como monomeros, nos quais o domfnio cinase interno esta inativo. A interagao 
com o ligante reune dois monomeros para formar um dfmero. Na maioria dos casos, a grande proximidade dos 
domfnios cinase no dfmero causa sua fosforilagao mutua, o que tern dois efeitos: Primeiro, a fosforilagao de algu¬ 
mas tirosinas no domfnio cinase provoca a ativagao completa destes. Segundo, a fosforilagao de algumas tirosinas 
em outras partes do receptor gera sitios de ancoragem para protefnas de sinalizagao intracelular, resultando na 
formagao de grandes complexos de sinalizagao que podem, entao, transmitir o sinal ao longo de multiplas vias. 

Os mecanismos de dimerizagao variam amplamente entre os diferentes membros da famflia dos RTKs. Em 
alguns casos, como mostrado aqui, o proprio ligante e um dfmero e promove a ligagao de dois receptores simul- 
taneamente. Em outros casos, um ligante monomerico pode interagir com dois receptores simultaneamente me- 
diando sua ligagao, ou dois ligantes podem interagir independentemente com dois receptores para promover a di¬ 
merizagao. Em alguns RTKs - principalmente naqueles da famflia dos receptores da insulina - o receptor e sempre 
um dfmero (ver Figura 15-43), e a interagao com o ligante causa uma mudanga de conformagao que promove a 
associagao de dois domfnios cinase internos. Embora muitos RTKs sejam ativados por transautofosforilagao, como 
mostrado aqui, existem algumas excegoes importantes, incluindo o receptor de EGF ilustrado na Figura 15-45. 
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Figura 15-45 Ativagao do receptor de 
EGF. Na ausencia do ligante, o receptor de 
EGF e fundamentalmente um monomero 
inativo. A ligagao de EGF resulta em uma 
mudanga de conformagao que promove a 
dimerizagao dos dominios externos. 0 do- 
rnfnio cinase, ao contrario de muitos RTKs, 
nao e ativado por transautofosforilagao. 

Em vez disso, a dimerizagao orienta os do- 
mmios cinase internos a formar um dimero 
assimetrico, no qual um domfnio cinase 
(o "ativador") pressiona contra o outro 
domfnio (o "receptor") causando, assim, 
uma mudanga conformacional ativadora 
no "receptor". Esse domfnio ativo fosforila 
multiplas tirosinas nas caudas C-terminais 
de ambos os receptores, gerando sftios de 
ancoragem para as protefnas de sinaliza¬ 
gao intracelular (ver Figura 15-44). 


Monomero EGF Dfmero 



As tirosinas fosforiladas nos RTKs servem como sftios de 
ancoragem para protefnas de sinalizagao intracelular 

Quando os dominios cinase de um dimero RTK sao ativados, eles fosforilam multiplos 
sftios adicionais nas partes citosolicas dos receptores, em regioes desordenadas fora 
do domfnio cinase (ver Figura 15-44). Essa fosforilagao cria sitios de ancoragem de alta 
afinidade para protefnas de sinalizagao intracelular. Cada uma delas se liga a um sftio 
fosforilado especffico nos receptores ativados, porque contem um domfnio especffico 
de ligagao a fosfotirosina, o qual reconhece, alem da fosfotirosina, outras caracterfsticas 
adicionais da cadeia polipeptfdica. 

Uma vez ligada ao RTK ativado, a protefna sinalizadora pode ser fosforilada em 
algumas tirosinas, tornando-se ativa. Em muitos casos, contudo, a ligagao por si so e su- 
ficiente para ativar a protefna sinalizadora, tanto por induzir uma mudanga na confor¬ 
magao da protefna, como simplesmente por aproxima-la da protefna seguinte na via de 
sinalizagao. Assim, a fosforilagao do receptor serve como um comutador para deflagrar 
a associagao de um complexo de sinalizagao intracelular, que pode transmitir o sinal 
adiante, frequentemente ao longo de multiplas vias, para varios destinos na celula. Dife- 
rentes RTKs desencadeiam diferentes respostas, pois se ligam a diferentes combinagoes 
de protefnas sinalizadoras. 

Alguns RTKs usam protefnas de ancoragem adicionais para aumentar o complexo 
de sinalizagao em receptores ativados. A sinalizagao do receptor de insulina e de IGF1, 
por exemplo, depende de uma protefna de ancoragem especializada chamada substrato 
1 do receptor da insulina ( IRS1 ). Essa protefna se associa as tirosinas fosforiladas no re¬ 
ceptor ativado sendo entao fosforilada em multiplos sftios, criando, dessa forma, muito 
mais sftios de ancoragem dos que poderiam ser acomodados somente no receptor (ver 
Figura 15-11). 


As protefnas com dominios SH2 se ligam as tirosinas fosforiladas 

As mais diferentes protefnas de sinalizagao intracelular podem se ligar as fosfotirosinas 
dos RTKs ativados (ou a protefnas de ancoragem especiais, como a IRS1). Elas participam 
da transmissao do sinal por meio de cadeias de interagoes protefna-protefna, mediadas 
por dominios de interagao modulares, conforme discutido anteriormente. Algumas das 
protefnas de ancoragem sao enzimas, como a fosfolipase C -7 (PLC 7 , phospholipase 
C-y), que age da mesma forma que a PLCp, ou seja, ativando a via de sinalizagao do 
fosfolipfdeo de inositol, discutida anteriormente, junto com os GPCRs (ver Figuras 15-28 
e 15-29). E atraves dessa via que os RTKs podem aumentar os nfveis citosolicos de Ca 2+ 
e ativam a PKC. A tirosina-cinase citoplasmatica Src e outra enzima que ancora nesses 
receptores e fosforila tirosinas de outras protefnas sinalizadoras. Outra, ainda, e a fosfati- 
dilinositideo 3-cinase (PI3-cinase), que fosforila lipfdeos em vez de protefnas; como sera 
discutido mais adiante, os lipfdeos fosforilados servem, entao, como sftios de ancoragem 
que atraem varias protefnas sinalizadoras para a membrana plasmatica. 

As protefnas de sinalizagao intracelular que se ligam a fosfotirosinas apresentam 
estrutura e fungao variadas. Contudo, elas geralmente compartilham dominios de li¬ 
gagao a fosfotirosina altamente conservados. Esses podem ser tanto os dominios SH2 
(denominagao derivada de regiao de homologia com Src, por terem sido encontrados 
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pela primeira vez nessa protema) ou, menos comumente, os dommios PTB (ligagao a 
fosfotirosina). Pelo fato de reconhecerem tirosinas fosforiladas especificas, esses peque- 
nos dommios de interagao permitem que as protemas que os possuem liguem-se a RTKs 
ativados, bem como a muitas outras protemas sinalizadoras intracelulares que tenham 
suas tirosinas fosforiladas temporariamente (Figura 15-46). Conforme mencionado an- 
teriormente, varias protemas sinalizadoras possuem outros dommios que possibilitam 
a sua interagao especifica com outras protemas como parte do processo de sinalizagao. 
Entre eles esta o dommio SH3, que se liga a motivos ricos em prolinas nas protemas in¬ 
tracelulares (ver Figura 15-11). 

Nem todas as protemas que se ligam aos RTKs ativados via dommios SH2 auxi- 
liam na transmissao de sinais. Algumas agem inibindo o processo, promovendo uma 
retroalimentagao negativa. Um exemplo e a protema c-Cbl, que pode se ligar a alguns 
receptores ativados e catalisar sua ubiquitinagao, por adigao covalente de uma ou mais 
moleculas de ubiquitina a sitios especificos no receptor. Isso promove a endocitose e a 
degradagao dos receptores nos lisossomos - um processo chamado de retrorregulagao 
do receptor (ver Figura 15-20). As protemas endociticas que contem motivos de interagao 
com ubiquitina (UIMs ; do ingles, ubiquitin-interaction motifs ) reconhecem os receptores 
ubiquitinados e os direcionam para vesiculas revestidas por clatrina e, por fim, para os li¬ 
sossomos (discutido no Capitulo 13). As mutagoes que inativam a degradagao dos RTKs, 
dependente de c-Cbl, prolongam a sinalizagao dos receptores e promovem, dessa forma, 
o desenvolvimento de cancer. 

Como no caso dos GPCRs, a endocitose dos RTKs nem sempre inibe a sinalizagao. 
Em alguns casos, esses receptores sao endocitados juntamente com suas protemas sina¬ 
lizadoras e continuam atuando a partir de endossomos ou de outros compartimentos 
intracelulares. Esse mecanismo permite, por exemplo, que o fator de crescimento neural 
(NGF) se ligue ao seu RTK especifico (chamado de TrkA) na extremidade de um longo 
axonio e sinalize para o corpo celular da mesma celula a uma longa distancia. Aqui, as 
vesiculas endociticas de sinalizagao contendo TrkA, com o NGF ligado na face luminal 
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Figura 15-46 Ligagao de protemas de 
sinalizagao intracelular contendo SH2 
a um RTK ativado. (A) Esta representagao 
de um receptor do fator de crescimento 
derivado de plaquetas (PDGF) mostra cinco 
sitios de ancoragem, tres na regiao de 
insergao da cinase e dois na cauda C-ter- 
minal, a qual se ligam as tres proteinas de 
sinalizagao, como indicado. Os numeros 
a direita indicam as posigoes das tirosinas 
na cadeia polipeptidica. Esses sitios foram 
identificados utilizando-se a tecnologia do 
DNA recombinante para alterar tirosinas 
especificas no receptor. As mutagoes nas 
tirosinas 1.009 e 1.021, por exemplo, 
impedem a ligagao e a ativagao da PLC 7 , 
de forma que a ativagao do receptor nao 
estimula mais a via de sinalizagao do fosfo- 
lipideo de inositol. A localizagao dos domi- 
nios SH2 ( vermelho ) e SH3 ( azul ) nas tres 
proteinas sinalizadoras esta indicada. (Nao 
estao mostrados os sitios de ancoragem 
de fosfotirosinas nesse receptor, como 
aqueles que servem como sitios de ligagao 
para a tirosina-cinase citoplasmatica Src e 
para as proteinas adaptadoras Grb2 e de 
She, discutidos mais adiante.) Ainda nao 
esta claro como ocorre a ligagao simulta- 
nea de varias proteinas sinalizadoras a um 
unico RTK. (B) A estrutura tridimensional 
de um dominio SH2, conforme determina- 
do por cristalografia de difragao de raios 
X. 0 bolsao de ligagao para a fosfotirosina 
esta colorido em laranja a direita, e um 
bolsao para ligagao de uma cadeia lateral 
de um aminoacido especifico (neste caso, 
a isoleucina) esta colorido em amarelo, 
a esquerda. 0 segmento polipeptidico 
do RTK que se liga ao dominio SH2 esta 
mostrado em amarelo (ver tambem Figura 
3-40) (C) O dominio SH2 e um modulo 
compacto que pode ser inserido em prati- 
camente qualquer lugar na proteina, sem 
perturbar sua estrutura ou sua fungao 
(discutido no Capitulo 3). Uma vez que 
cada dominio possui sitios distintos para 
0 reconhecimento da fosfotirosina e para 
0 reconhecimento da cadeia lateral de 
um aminoacido especifico, diferentes do- 
minios SH2 reconhecem as fosfotirosinas 
no contexto de diferentes sequences de 
aminoacidos adjacentes. (B, baseado em 
dados de G. Waksman et al., Cell 72:779- 
790, 1993. Com permissao de Elsevier. 
Codigo PDB: 2SRC.) 
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e as protemas sinalizadoras ancoradas na face citosolica, sao transportadas ao longo do 
axonio para o corpo celular, onde sinalizam para que as celulas sobrevivam. 

Algumas protemas sinalizadoras sao formadas, quase exclusivamente, por domi- 
nios SH2 e SH3 e funcionam como adaptadoras no acoplamento de protemas fosforiladas 
com outras protemas que nao possuem seus proprios dommios SH2 (ver Figura 15-11). 
Essas protemas adaptadoras auxiliam o acoplamento de receptores ativados para a im- 
portante proteina sinalizadora Ras, uma GTPase monomerica que, por sua vez, pode ati- 
var varias vias de sinalizagao, como discutiremos a seguir. 

A GTPase Ras medeia a sinalizagao da maior parte dos RTKs 

A superfamilia Ras consiste em varias familias de GTPases monomericas, mas somente 
a familia Rho e a familia Ras estao envolvidas na transmissao de sinais dos receptores 
de superficie (Tabela 15-5). Um unico membro da familia Ras ou Rho pode propagar 
coordenadamente o sinal ao longo de varias vias de sinalizagao diferentes, pois interage 
com diferentes protemas de sinalizagao intracelular, atuando, assim, como um centro de 
sinalizagao. 

Existem, em humanos, tres principais protemas Ras intimamente relacionadas: H-, 
K- e N-Ras (ver Tabela 15-5). Embora tenham fungoes discretamente diferentes, acredi- 
ta-se que todas funcionem praticamente da mesma forma, e serao denominadas sim- 
plesmente Ras. Como muitas GTPases monomericas, as protemas Ras possuem um ou 
mais grupos lipidicos, ligados covalentemente, que auxiliam na ancoragem da proteina a 
face citoplasmatica da membrana, de onde a proteina transmite sinais para outras partes 
da celula. Ela e utilizada, por exemplo, quando os RTKs enviam sinais ao nucleo para es- 
timular a proliferagao ou a diferenciagao por alteragao da expressao genica. Se a fungao 
de Ras for inibida por varias abordagens experimentais, as respostas de proliferagao e di¬ 
ferenciagao celular, normalmente induzidas pelos RTKs ativados, nao ocorrem. Ao con- 
trario, 30% dos tumores em humanos expressam formas mutantes hiperativas de Ras, o 
que contribui para a proliferagao descontrolada das celulas cancerosas. 

Assim como outras protemas de ligagao a GTP, as protemas Ras funcionam como 
comutadores moleculares revezando em dois estados conformacionais distintos - com 
GTP ligado sao ativas e com GDP ligado sao inativas (Animagao 15.7). Conforme discu- 
tido anteriormente para as GTPases monomericas em geral, duas classes de protemas 
sinalizadoras regulam a atividade de Ras, influenciando sua transigao entre o estado ati- 
vo e o inativo (ver Figura 15-8). Os f atores de troca de nucleotideos de guanina-Ras (Ras- 
-GEFs) promovem a permuta dos nucleotideos pela estimulagao da dissociagao do GDP 
e da ligagao do GTP do citosol, ativando, desse modo, a Ras. As protemas de ativagao 


A superfamilia Ras de GTPases monomericas 

Alguns membros da 

Familia familia Algumas fungoes 

Ras 

H-Ras, K-Ras, N-Ras 

Transmitem sinais de RTKs 


Rheb 

Ativa mTOR para estimular o crescimento celular 


Rapl 

Ativado por uma GEF dependente de AMP 
ciclico; influencia a adesao celular pela ativagao 
das integrinas 

Rho* 

Rho, Rac, Cdc42 

Transmitem sinais dos receptores de superficie 
para o citoesqueleto e outros locais 

ARF* 

ARF1-ARF6 

Regula a montagem das coberturas proteicas 
nas vesfculas intracelulares 

Rab* 

Rabl-60 

Regulam o trafego intracelular de vesfculas 

Ran* 

Ran 

Regulam a montagem do fuso mitotico e o 
transpose nuclear de RNAs e protemas 


*A familia Rho e apresentada no Capitulo 16, as proteinas ARF e Rab sao descritas no Capitulo 13, e Ran e des- 
crita nos Capitulos 12 e 17. A estrutura tridimensional de Ras pode ser encontrada na Figura 3-67. 
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Figura 15-47 Como um RTK ativa 
Ras. A Grb2 reconhece uma tirosina espe- 
cffica fosforilada no receptor ativado por 
meio de um dominio SH2 e recruta Sos 
por meio de dois dominios SH3. A Sos es- 
timula a Ras inativada a substituir seu GDP 
por um GTP, o que a ativa promovendo a 
transmissao do sinal. 


de Ras-GTPase (Ras-GAPs) aumentam a taxa de hidrolise do GTP pela Ras, inativando, 
dessa forma, Ras. As formas de Ras mutantes hiperativas sao resistentes a estimulagao 
da GTPase mediada por GAP e sao permanentemente mantidas no estado ativo ligado a 
GTP, o que explica porque promovem o desenvolvimento de cancer. 

Contudo, de que forma os RTKs ativam Ras? Em principio, eles podem ativar Ras- 
-GEF ou inibir Ras-GAP. Mesmo que algumas GAPs se liguem diretamente (atraves de 
seus dominios SH2) aos RTKs ativados (ver Figura 15-46A), o acoplamento indireto do 
receptor com Ras-GEF e o responsavel pela ativagao de Ras. A perda da fungao de uma 
Ras-GEF especifica tern efeito similar ao da perda de fungao de Ras. A ativagao de ou- 
tras proteinas da superfamilia Ras, bem como as da familia Rho, tambem ocorre por 
meio da ativagao de GEFs. O GEF e quern determina em qual membrana a GTPase esta 
ativada e, atuando como um suporte, pode determinar tambem quais as proteinas sao 
ativadas pela GTPase. 

O GEF que medeia a ativagao pelos RTKs foi descoberto nos estudos geneticos 
do desenvolvimento ocular de Drosophila, no qual um RTK chamado Sevenless (Sev) e 
necessario para a formagao de um fotorreceptor chamado R7. Rastreamentos geneticos 
para identificar componentes dessa via de sinalizagao levaram a descoberta de uma Ras- 
-GEF chamada de Son-of-sevenless (Sos). Rastreamentos adicionais descobriram outra 
protema, chamada Grb2, que consiste em uma protema adaptadora que liga o receptor 
Sev a protema Sos; o dominio SH2 do adaptador se liga ao receptor ativado, enquanto 
seus dois dominios SH3 se ligam a Sos. Esta promove, entao, a ativagao de Ras. Estudos 
bioquimicos e de biologia celular tern mostrado que Grb2 e Sos tambem ligam RTKs ati¬ 
vados a Ras nas celulas de mamiferos, indicando que esse e um mecanismo altamente 
conservado na sinalizagao por RTK (Figura 15-47). Uma vez ativada, Ras ativa varias 
outras proteinas sinalizadoras para que o sinal seja transmitido ao longo de diferentes 
vias, como discutiremos a seguir. 

Ras ativa um modulo de sinalizagao de MAP-cinase 

Tanto as fosforilagoes das tirosinas como a ativagao de Ras, desencadeada pelos RTKs ati¬ 
vados, tern curta duragao (Figura 15-48). As protemas-fosfatase especificas para tirosina 
(discutidas mais tarde) revertem as fosforilagoes rapidamente, e as GAPs induzem a Ras 
ativada a se autoinativar pela hidrolise do GTP ligado que e convertido em GDP. Para esti- 
mular a proliferagao ou a diferenciagao celular, esses eventos sinalizadores de curta dura- 
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Figura 15-48 Ativagao transiente de 
Ras, detectada por transference de 
energia de ressonancia fluorescente 
de molecula unica (FRET; do ingles, 
fluorescence resonance energy trans¬ 
fer). (A) Representagao esquematica da 
estrategia experimental. As celulas de 
uma linhagem de cancer humano foram 
geneticamente modificadas para expressar 
uma proteina Ras ligada covalentemente 
a uma proteina amarela fluorescente (YFP; 
do ingles, yellow fluorescent protein). 

0 GTP marcado com uma proteina ver- 
melha fluorescente foi microinjetado em 
algumas celulas. As celulas foram, entao, 
estimuladas com uma proteina sinali- 
zadora extracelular EGF, e as moleculas 
fluorescentes de Ras-YFP na superficie in¬ 
terna da membrana de celulas individuals 
foram observadas por videomicroscopia 
de fluorescencia. Quando uma molecula 
Ras-YFP fluorescente se torna ativada ela 
troca seu GDP nao marcado por GTP mar¬ 
cado com fluorescencia; a energia emitida 
pela YFP ativa o GTP fluorescente a emitir 
luz vermelha (chamada de transference 
de energia de ressonancia fluorescente, 
ou FRET; ver Figura 9-26). Dessa forma, 
a ativagao de moleculas individuals de 
Ras pode ser observada pela emissao de 
luz vermelha, a partir de um ponto na 
membrana plasmatica que emitia previa- 
mente fluorescencia amarelo-esverdeada. 
Conforme mostrado em (B), as moleculas 
de Ras ativadas podem ser detectadas em 
30 segundos apos a estimulagao com EGF. 
0 sinal vermelho atinge o maximo em 
cerca de 3 minutos e decresce, atingindo 
a linha basal em 6 minutos. Uma vez que 
a Ras-GAP e recrutada para os mesmos 
pontos que Ras na membrana plasmatica, 
presume-se que sua participagao seja fun¬ 
damental na supressao rapida do sinal flu¬ 
orescente da proteina. (Modificada de H. 
Murakoshi et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 
101:7317-7322, 2004. Com permissao de 
National Academy of Sciences.) 
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Figura 15-49 Modulo de MAP-cinase 
ativado por Ras. 0 modulo de tres com- 
ponentes inicia com a MAP-cinase-cinase- 
-cinase, chamada de Raf. A Ras recruta 
a Raf para a membrana plasmatica e 
ajuda na sua ativagao. A Raf, entao, ativa 
a MAP-cinase-cinase Mek, que, por sua 
vez, ativa a MAP-cinase Erk. Esta fosforila 
varias proteinas, incluindo outras cinases, 
bem como reguladores nucleares de 
transcrigao. As alteragoes resultantes nas 
atividades proteicas e na expressao genica 
causam mudangas complexas no compor- 
tamento celular. 
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gao precisam ser convertidos em eventos de longa duragao, que possam manter o sinal e 
transmiti-lo para o nucleo, onde irao alterar o padrao de transcrigao genica. Um dos meca- 
nismos-chave utilizado para esse proposito e um sistema de proteinas chamado de modu¬ 
lo protema-cinase ativado por mitogenos (modulo MAP-cinase; do ingles, mitogen-activa¬ 
ted protein kinase module ) (Figura 15-49). Os tres componentes desse sistema formam um 
modulo de sinalizagao funcional extremamente bem conservado ao longo da evolugao e e 
utilizado, com algumas variagoes, em muitos contexto diferentes de sinalizagao. 

Todos os tres componentes sao proteinas-cinase. A ultima da serie e chamada sim- 
plesmente de MAP-cinase (MAPK). A penultima e a MAP-cinase-cinase (MAPKK), ela 
fosforila a MAP-cinase e, dessa forma, a ativa. A seguinte e a MAP-cinase-cinase-cinase 
(MAPKKK), que recebe um sinal de ativagao diretamente da Ras. Ela fosforila e ativa a 
MAPKK. Na via de sinalizagao da Ras-MAP-cinase, nos mamiferos, estas tres cinases sao 
conhecidas por nomes mais curtos: Raf (= MAPKKK), Mek (= MAPKK) e Erk (= MAPK). 

A MAP-cinase, quando ativada, transmite o sinal pela fosforilagao de varias protei¬ 
nas na celula, entre elas reguladores de transcrigao e outras proteinas-cinase (ver Figura 
15-49). A Erk, por exemplo, penetra no nucleo e fosforila um ou mais componentes de 
um complexo regulador de transcrigao. Isso ativa a transcrigao de um grupo de genes 
precoces imediatos, assim denominados porque sao ativados poucos minutos apos a re- 
cepgao de um sinal extracelular por um receptor protema-cinase, mesmo que a sintese 
proteica tenha sido experimentalmente bloqueada com farmacos. Alguns desses genes 
codificam outros reguladores de transcrigao que ativam outros genes, em um processo 
que requer sintese proteica e de mais tempo. Dessa forma, a via de sinalizagao da Ras- 
-MAP-cinase transporta sinais desde a superficie celular ate o nucleo e altera o padrao 
de expressao genica. Entre os genes ativados dessa forma estao aqueles necessarios a 
proliferagao celular, como os que codificam as ciclinas G 1 (apresentadas no Capitulo 17). 

As MAP-cinases sao, de modo geral, ativadas transitoriamente, em resposta aos 
sinais extracelulares, e o periodo de tempo em que permanecem ativas influencia pro- 
fundamente a natureza da resposta. Em uma linhagem celular precursora neural, por 
exemplo, quando o EGF ativa seus receptores, a atividade da Erk MAP-cinase alcanga um 
pico em 5 minutos, decaindo rapidamente, e as celulas, mais tarde, entram em divisao. 
Em contraste, quando o NGF ativa seus receptores nas mesmas celulas, a atividade da 
Erk permanece alta por muitas horas, e as celulas param de proliferar e se diferenciam 
em neuronios. 

Muitos fatores influenciam a duragao e outras caracteristicas da resposta de si¬ 
nalizagao, incluindo ciclos de retroalimentagao positiva e negativa, as quais podem ser 
combinadas para gerar respostas graduais ou do tipo “tudo ou nada ,; , assim como res- 
postas curtas ou de longa duragao. No exemplo ilustrado anteriormente, na Figura 15-19, 
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a MAP-cinase ativa um ciclo de retroalimentagao positiva complexo para produzir uma 
resposta “tudo ou nada” irreversivel quando a maturagao dos ovocitos de ra e estimulada 
por uma breve exposigao a molecula de sinalizagao extracelular progesterona. Em mui- 
tas celulas, as MAP-cinases ativam um ciclo de retroalimentagao negativa pelo aumento 
da concentragao de uma protema-fosfatase que remove o fosfato da enzima. O aumento 
da fosfatase e resultado tanto de um aumento na transcrigao do gene da enzima como 
da estabilizagao desta contra a degradagao. Na via Ras-MAP-cinase mostrada na Figura 
15-49, a Erk tambem fosforila e ativa a Raf, provendo outro ciclo de retroalimentagao 
negativa que atua na inativagao do modulo da MAP-cinase. 

Protefnas de suporte ajudam a prevenir erros de sinalizagao entre 
modulos paralelos de MAP-cinases 

Os modulos de sinalizagao de tres componentes da MAP-cinase ocorrem em todas as ce¬ 
lulas eucarioticas, com modulos diferentes mediando respostas diferentes em uma mes- 
ma celula. Nas leveduras, por exemplo, um modulo medeia a resposta ao ferormonio do 
acasalamento, enquanto outro medeia a resposta ao jejum, e um terceiro, a resposta ao 
choque osmotico. Alguns desses modulos usam uma ou mais de uma cinase do mesmo 
tipo, conseguindo mesmo assim ativar diferentes protemas efetoras e desencadeando, 
consequentemente, respostas diferentes. Conforme discutido anteriormente, uma ma- 
neira pela qual as celulas evitam intercomunicagao entre as diferentes vias de sinaliza¬ 
gao paralelas para garantir respostas especificas e pelo uso de protemas de suporte (ver 
Figura 15-10A). Em celulas de levedura, tais suportes ligam todas ou algumas das cinases 
em cada modulo da MAP-cinase formando um complexo e, dessa forma, asseguram a 
especificidade da resposta (Figura 15-50). 

As celulas de mamiferos tambem usam essa estrategia para evitar intercomunica¬ 
gao entre as vias de sinalizagao das MAP-cinases. Nessas celulas existem, pelo menos, 
cinco modulos de MAP-cinase paralelos. Esses modulos fazem uso de, pelo menos, 12 
MAP-cinases, 7 MAPKKs e 7 MAPKKKs. Dois deles (terminando nas MAP-cinases cha- 
madas de JNK e p38) sao ativados por diferentes tipos de estresse celular, como irradiagao 
ultravioleta (UV), choque termico, estresse osmotico e estimulagao por citocinas infla- 
matorias; outros medeiam principalmente respostas a sinais oriundos de outras celulas. 

Embora a estrategia de suporte confira precisao e evite erros de sinalizagao entre 
as vias, ela reduz as possibilidades de amplificagao e de disseminagao do sinal para di¬ 
ferentes partes da celula que exigem que, pelo menos, alguns dos componentes sejam 
difusiveis. Nao esta claro se os componentes individuais dos modulos de MAP-cinases 
sao capazes de se dissociar do suporte durante o processo de ativagao para permitir a 
amplificagao. 


Figura 15-50 Organiza^ao dos dois 
modulos MAP-cinase envolvendo 
protemas de suporte em leveduras de 
brotamento. As leveduras possuem, pelo 
menos, seis modulos de MAP-cinase de 
tres componentes envolvidos em varios 
processos biologicos, incluindo as duas 
respostas exemplificadas aqui - a resposta 
de acasalamento e a resposta a osmolari¬ 
dade alta. (A) A resposta de acasalamento 
e desencadeada quando um fator de aca¬ 
salamento secretado por uma levedura de 
sexo oposto se liga a um GPCR. Isso ativa 
uma proteina G, cujo complexo ativa 
indiretamente a MAPKKK (cinase A), que 
retransmite o sinal adiante. A MAP-cinase 
(cinase C) ativada fosforila varias protefnas 
que medeiam a resposta de acasalamento, 
ativando-as. A levedura, entao, para de 
se dividir e se prepara para a fusao. As 
tres cinases desse modulo estao ligadas 
a proteina de suporte 1. (B) Na segunda 
resposta, uma levedura exposta a um 
meio hiperosmotico e induzida a sintetizar 
glicerol para aumentar sua osmolaridade 
interna. Essa resposta e mediada por um 
osmorreceptor e por um modulo de MAP- 
-cinase diferente ligado a uma segunda 
proteina de suporte. (Observe que o 
domfnio de cinase da proteina de suporte 
2 possui a atividade de MAPKK desse 
modulo.) Embora ambas as vias utilizem 
a mesma MAPKKK (cinase A, em verde), 
nao existe cruzamento entre elas, porque 
as cinases estao firmemente ligadas a 
diferentes protefnas de suporte, e o sensor 
osmotico esta ligado a mesma proteina de 
suporte que a cinase ativada por ele. 
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GTPases da familia Rho acoplam, funcionalmente, os receptores 
de superficie celular ao citoesqueleto 

A outra classe das GTPases da superfamilia Ras que transmite sinais de receptores de su¬ 
perficie, alem das proteinas Ras, e a grande familia Rho (ver Tabela 15-5). As GTPases 
monomericas da familia Rho regulam o citoesqueleto de actina e os microtubulos, con- 
trolando a forma da celula, a polaridade, a mobilidade e a adesao (discutido no Capitulo 
16); elas tambem regulam a progressao no ciclo celular, a transcrigao genica e o transpor- 
te de membrana. Elas tern uma papel-chave na orientagao da migragao celular e no cres- 
cimento do axonio, mediando respostas citoesqueleticas a ativagao de uma classe espe¬ 
cial de receptores de orientagao. Aqui focaremos nesse aspecto funcional da familia Rho. 

Os tres membros da familia Rho mais bem caracterizados sao a propria Rho, a 
Rac e a Cdc42, e todas afetam multiplas proteinas-alvo. Da mesma forma que para a 
Ras, os GEFs ativam e as GAPs inativam as GTPases da familia Rho; existem mais de 80 
Rho-GEFs e mais de 70 Rho-GAPs em humanos. Algumas sao especificas para algum 
membro em especial da familia, enquanto outras sao menos especificas. Ao contrario 
de Ras, que estao associadas a membrana mesmo na forma inativa (com GDP ligado), as 
GTPases da familia Rho inativas estao ligadas a inibidores de dissociagao de nucleotideos 
de guanina (GDIs; do ingles, guanine nucleotide dissociation inhibitors ) no citosol, que 
impedem a interagao das GTPases com suas Rho-GEFs na membrana plasmatica. 

A sinalizagao por proteinas sinalizadoras extracelulares da familia das efrinas e um 
exemplo de como os RTKs podem ativar a Rho-GTPase. As efrinas se ligam a RTKs mem¬ 
bros da familia Eph, ativando-os (ver Figura 15-43). Um membro dessa familia encontra- 
-se na superficie dos neuronios motores e ajuda a guiar a extremidade migradora do axo¬ 
nio (chamada de cone de crescimento) para seu musculo-alvo. A ligagao de uma proteina 
efrina de superficie celular ativa o receptor Eph, causando o colapso dos cones de cresci¬ 
mento, repelindo-os, assim, de regioes inapropriadas e mantendo-os no caminho certo. 
A resposta depende de uma Rho-GEF chamada de efexina, associada de modo estavel a 
cauda citosolica do receptor Eph. Quando a ligagao da efexina ativa o receptor, este ativa 
uma tirosina-cinase citoplasmatica que fosforila uma tirosina da efexina, intensificando 
a capacidade da efexina de ativar a proteina RhoA. Esta proteina ativada (RhoA-GTP) re- 
gula, entao, varias proteinas-alvo, inclusive algumas proteinas efetoras que controlam o 
citoesqueleto de actina, causando o colapso do cone de crescimento (Figura 15-51). 

Apos as consideragoes sobre como os RTKs usam os GEFs e as GTPases monome¬ 
ricas para transmitir sinais para o interior da celula, consideraremos agora uma segunda 
estrategia importante empregada por esses receptores, que depende de um mecanismo 
de transmissao intracelular completamente diferente. 


Figura 15-51 Colapso do cone de 
crescimento mediado pelas GTPases 
da familia Rho. A ligagao das proteinas 
efrina A1 a uma celula adjacente ativa os 
RTKs de EphA4 no cone de crescimento. 

As fosfotirosinas dos receptores Eph ativa- 
dos recrutam e ativam uma tirosina-cinase 
citoplasmatica para fosforilar uma tirosina 
da efexina Rho-GEF associada ao receptor. 
Isso aumenta a capacidade da efexina de 
ativar a RhoA. Esta, entao, induz o colapso 
do cone de crescimento por estimular a 
contragao do citoesqueleto de actina de- 
pendente de miosina. 


CELULA ADJACENTE 


CITOSOL 







CAPITUL0 15 Sinalizagao celular 859 


A PI 3-cinase produz sftios lipfdicos de ancoragem na membrana 
plasmatica 

Conforme mencionado anteriormente, uma das protemas que se ligam a cauda intrace- 
lular das moleculas dos RTKs e a enzima fosfoinositideo 3-cinase (PI 3-cinase), ligada 
a membrana plasmatica. Essa cinase fosforila principalmente fosfolipideos de inositol, 
sendo ativada tanto por RTKs como por GPCRs. Ela tern uma fungao central na promo- 
gao da sobrevivencia celular e no crescimento. 

O fosfatidilinositol (PI) e exclusivo entre os lipideos de membrana, porque pode 
ser fosforilado reversivelmente em multiplos sftios, gerando uma grande variedade de 
diferentes fosfolipideos de inositol, chamados de fosfoinositideos. A PI 3-cinase, quan- 
do ativada, catalisa a fosforilagao na posigao 3 do anel do inositol, gerando varios fos¬ 
foinositideos (Figura 15-52). A produgao de PI(3,4,5)P 3 e a mais importante, porque ele 
pode servir de sitio de ancoragem para varias protemas de sinalizagao intracelular, que 
se organizam em complexos de sinalizagao que transmitem o sinal para dentro da celula 
a partir da face citosolica da membrana plasmatica (ver Figura 15-10C). 

Perceba a diferenga entre essa fungao dos fosfoinositideos e aquela que ja foi des- 
crita, na qual o PI(3,4)P 2 era hidrolisado pela PLCp (no caso de GPCRs) ou pela PLC 7 
(no caso dos RTKs), gerando IP 3 soluvel e diacilglicerol ligado a membrana (ver Figuras 
15-28 e 15-29). Em contraste, o PI(3,4,5)P 3 nao e clivado pela PLC. Ele e formado a partir 
de PI(4,5)P 2 e permanece na membrana plasmatica ate ser desfosforilado por fosfatases 
de fosfoinositideos especificas. Uma desas e a fosfatase PTEN, que desfosforila a posigao 
3 do anel inositol. As mutagoes na PTEN sao encontradas em muitos tipos de canceres: 
elas promovem crescimento celular descontrolado, porque prolongam a sinalizagao 
pela PI 3-cinase. 

Existem varios tipos de PI 3-cinases. As ativadas por RTKs e GPCRs pertencem a 
classe I. Sao heterodimeros formados por uma subunidade catalitica comum e subu- 
nidades reguladoras diferentes. Os RTKs ativam as PI 3-cinases de classe la, nas quais a 
subunidade reguladora e uma protema adaptadora que se liga, por meio de seus dois do- 
minios SH2, a duas fosfotirosinas dos receptores ativados (ver Figura 15-46A). Os GPCRs 
ativam as PI 3-cinases da classe lb, que possuem uma subunidade reguladora que se liga 
ao complexo P 7 de uma protema G trimerica ativada (G q ) quando os GPCRs sao ativados 
por seu ligante extracelular. A ligagao direta de uma Ras ativada tambem pode ativar a 
subunidade catalitica comum de classe I. 

As protemas de sinalizagao intracelular se ligam ao PI(3,4,5)P 3 produzido pela 
PI 3-cinase ativada, via um dominio de interagao especifico, como um dominio de 
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Figura 15-52 Gera^ao de sftios de 
ancoragem de fosfoinositideos pela PI 
3-cinase. A PI 3-cinase fosforila 0 carbono 
3 do anel do inositol gerando fosfoinositi¬ 
deos, mostrados na parte inferior da figura 
(desviando-os da via que produz IP 3 e dia¬ 
cilglicerol; ver Figura 15-28). A fosforilagao 
mais importante (indicada em vermelho) 
e a do PI(4,5)P 2 a PI(3,4,5)P 3 , 0 qual pode 
servir como um sitio de ancoragem para 
proteinas sinalizadoras com domfnios PH 
de ligagao a PI(3,4,5)P 3 . As fosforilagoes 
indicadas pelas setas verdes sao catalisa- 
das por outras cinases de fosfolipideos de 
inositol (nao mostradas). 
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homologia a proteina pleqstrina (PH), identificado pela primeira vez na proteina de 
plaquetas. Os dominios PH intracelulares atuam principalmente como dominios de in- 
teragao protema-protema, e somente um pequeno grupo deles se liga ao PI(3,4,5)P 3 ; 
pelo menos alguns deles tambem reconhecem uma proteina de membrana especifica 
assim como o PI(3,4,5)P 3 , o que aumenta muito a especificidade da ligagao e ajuda a 
explicar por que as proteinas sinalizadoras com dominios PH de ligagao a PI(3,4,5)P 3 
nao ancoram em todos os sitios de PI(3,4,5)P 3 . Os dominios PH sao encontrados em 
aproximadamente 200 proteinas humanas, entre elas a Ras-GEF Sos apresentada ante- 
riormente (ver Figura 15-11). 

Uma proteina especialmente importante que content dominio PH e a serina/ 
treonina-cinase Akt. A via de sinalizagao PI 3-cinase-Akt e a principal via ativada pelo 
hormonio insulina. Ela tambem tern uma fungao-chave na promogao da sobrevivencia 
e no crescimento de muitos tipos celulares, tanto nos invertebrados como nos vertebra - 
dos, como veremos a seguir. 

A via de sinalizagao PI 3-cinase-Akt estimula a sobrevivencia e o 
crescimento das celulas animais 

Os sinais extracelulares sao necessarios para que as celulas cresgam e se dividam, alem 
de sobreviverem, conforme discutido anteriormente (ver Figura 15-4). Os membros da 
familia dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) de proteinas-sinal, por 
exemplo, estimulam o crescimento e a sobrevivencia de muitos tipos de celulas animais. 
Eles se ligam a RTKs (ver Figura 15-43), os quais ativam a PI 3-cinase para que produza 
PI(3,4,5)P 3 .0 PI(3,4,5)P 3 recruta duas protemas-cinase da membrana plasmatica via seu 
dominio PH - Akt (tambem chamada proteina-cinase B, ou PKB) e a proteina-cinase 
1 dependente de fosfoinositideos (PDK1), o que leva a ativagao da Akt (Figura 15-53). 
Apos ativada, ela fosforila varias proteinas-alvo na membrana plasmatica, bem como 


Sinai de sobrevivencia 



Figura 15-53 Uma das maneiras pelas quais a sinalizagao por meio da PI 3-cinase promove a sobrevi¬ 
vencia celular. Um sinal extracelular de sobrevivencia ativa um RTK, que recruta e ativa uma PI 3-cinase. A PI 
3-cinase produz PI(3,4,5)P 3 , que serve como um sftio de ancoragem para duas serina/treonina-cinases com domi¬ 
nios PH - Akt e a cinase dependente de fosfoinositideos PDK1 - e as conduz para as proximidades da membrana 
plasmatica. Uma terceira cinase (usualmente mTOR no complexo 2) fosforila Akt, alterando sua conformagao, 
de forma que ela pode ser fosforilada, em uma treonina, pela PDK1, o que a ativa. A Akt ativada se dissocia da 
membrana plasmatica e fosforila varias proteinas-alvo, entre as quais a proteina Bad. No estado nao fosforilado, 
Bad mantem uma ou mais proteinas apoptoticas (da familia Bcl2 - apresentadas no Capitulo 18) em estado 
inativo. No estado fosforilado, Bad libera as proteinas inibidoras que podem, agora, bloquear a apoptose e assim 
promover a sobrevivencia celular. A Bad fosforilada torna-se inativa ao se ligar a uma proteina citosolica ubiqua 
denominada 14-3-3, o que a mantem inativada. 
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no citosol e no nucleo. O efeito na maioria dos alvos conhecidos eode inativa-los; mas 
os alvos sao tais que todas essas agoes da Akt conspiram para um aumento do cresci- 
mento e sobrevivencia celular, conforme esta ilustrado na Figura 15-53, em uma via de 
sobrevivencia celular. 

O controle do crescimento celular pela via da PI 3-cinase-Akt depende em parte 
de uma grande protema-cinase chamada TOR (denominada como o alvo da rapamicina, 
uma toxina bacteriana que inativa a cinase e e usada clinicamente como imunossupres- 
sor e anticancer). A TOR foi originalmente identificada em leveduras, em rastreamentos 
geneticos para identificar resistencia a rapamicina; em celulas de maimferos e chamada 
mTOR e existe em dois complexos multiproteicos funcionalmente distintos. O complexo 
1 mTOR contem a protema raptor; esse complexo e sensivel a rapamicina e estimula o 
crescimento celular - promovendo a produgao dos ribossomos e a smtese proteica, alem 
da inibigao da degradagao das protemas. O complexo 1 tambem promove o crescimento 
e a sobrevivencia celular pela estimulagao do metabolismo e da captagao de nutrientes. 
O complexo 2 mTOR contem a protema rictor e e insensivel a rapamicina. Ele ajuda na 
ativagao da Akt (ver Figura 15-53) e regula o citoesqueleto de actina via GTPases da fa- 
milia Rho. 

O mTOR no complexo 1 integra informagoes de varias fontes, inclusive de pro- 
teinas-sinal extracelulares conhecidas como fatores de crescimento e de nutrientes, 
como aminoacidos, ambos ajudando na ativagao de mTOR e promovendo o cresci¬ 
mento celular. Os fatores de crescimento ativam mTOR principalmente por meio da 
via da PI 3-cinase-Akt. Esta ativa mTOR no complexo 1 indiretamente, pela fosforilagao 
e consequente inativagao de uma GAP chamada de Tsc2. Esta atua sobre uma GTPase 
monomerica relacionada com Ras chamada Rheb (ver Tabela 15-5). A Rheb em sua 
forma ativada (Rheb-GTP) ativa mTOR no complexo 1. O resultado liquido e que Akt 
ativa mTOR e, dessa forma, promove o crescimento celular (Figura 15-54). No Capitu- 
lo 17, discutiremos como mTOR estimula a produgao dos ribossomos e a smtese pro¬ 
teica (ver Figura 17-64). 


Figura 15-54 Ativagao de mTOR pela 
via de sinalizagao PI 3-cinase-Akt. 

(A) Na ausencia de fatores de crescimento 
extracelulares, Tsc2 (uma Rheb-GAP) man- 
tern Rheb inativa; mTOR no complexo 1 e 
inativo, e nao ha proliferagao celular. 

(B) Na presenga de fatores de crescimento, 
Akt ativada fosforila e inibe Tsc2, promo¬ 
vendo, assim, a ativagao de Rheb. A Rheb 
ativada (Rheb-GTP) auxilia na ativagao de 
mTOR no complexo 1, o qual, por sua vez, 
estimula a proliferagao celular. A Figura 

15-53 mostra como os fatores de cresci¬ 
mento (ou sinais de sobrevivencia) ativam 
Akt. A MAP-cinase Erk (ver Figura 15-49) 
tambem pode fosforilar e inibir Tsc2 e, 
dessa forma, ativar mTOR. Assim, as vias 
de sinalizagao da PI 3-cinase-Akt e da Ras- 
-MAP-cinase convergem sobre mTOR no 
complexo 1, na estimulagao da prolifera¬ 
gao celular. 

A Tsc2 e abreviatura de proteina 2 
de esclerose tuberosa (tuberous sclerosis 
protein 2) e e um componente do hete- 
rodimero formado por Tscl e Tsc2 (nao 
mostrado); essas proteinas tern esta deno- 
minagao porque mutagoes em ambos os 
genes que as codificam causam a doenga 
genetica esclerose tuberosa, que esta 
associada a tumores benignos que conte- 
nham celulas anormalmente grandes. 


Os RTKs e os GPCRs ativam vias de sinalizagao que se 
sobrepoem 

Os RTKs e os GPCRs ativam algumas vias de sinalizagao intracelular comuns, conforme 
mencionado anteriormente. Ambos, por exemplo, podem ativar a via do fosfolipideo de 
inositol desencadeada pela fosfolipase C. Alem disso, mesmo quando ativam diferentes 
vias, estas convergem nas mesmas protemas-alvo. A Figura 15-55 ilustra esse tipo de 
sinalizagao sobreposta: a figura resume as cinco vias de sinalizagao intracelular paralelas 
discutidas ate o momento - uma desencadeada pelos GPCRs, duas pelos RTKs e duas 
por ambos os tipos de receptores. As interagoes entre essas vias permitem que moleculas 
de sinalizagao extracelular diferentes modulem e coordenem os efeitos de ambas. 
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Figura 15-55 Cinco vias de sinaliza^ao 
intracelulares paralelas, ativadas por 
receptores associados a proteina G 
e/ou por receptores tirosinas-cinase. 

Neste exemplo simplificado, as cinco 
cinases (marcadas em amarelo ) fosfori- 
lam protefnas-alvo no final de cada via 
(marcadas em vermelho), muitas das quais 
sao fosforiladas por mais de uma cinase. 

A fosfolipase C ativada pelos dois tipos de 
receptores e diferente: os GPCRs ativam 
PLCfJ, enquanto os RTKs ativam PLC 7 (nao 
mostrado). Embora nao seja mostrado, 
alguns GPCRs tambem podem ativar Ras, 
mas 0 fazem de forma independente de 
Grb2, via uma Ras-GEF, que e ativada por 
Ca 2+ e diacilglicerol. 



Proteina G Proteina G —► Fosfolipase C Grb2 PI 3-cinase 



Alguns receptores acoplados a enzimas interagem com 
tirosinas-cinase citoplasmaticas 

Muitos receptores de superficie celular dependem da fosforilagao de tirosinas para 
sua atividade, mas carecem de um dominio de tirosina-cinase conspicuo. Esses recep¬ 
tores agem por meio de tirosinas-cinase citoplasmaticas, que estao associadas a eles 
e fosforilam varias proteinas-alvo, incluindo, com frequencia, os proprios receptores, 
quando eles interagem com seus ligantes. Esses receptores associados a tirosinas- 
-cinase funcionam de forma muito semelhante aos RTKs, exceto que seu dominio de 
cinase e codificado por um gene independente e esta ligado a cadeia polipeptidica 
do receptor de forma nao covalente. Uma grande variedade de classes de receptores 
pertence a esta categoria, incluindo os receptores de antigenos e interleucinas nos 
linfocitos (apresentados no Capitulo 24), integrinas (apresentadas no Capitulo 19) e 
receptores para varias citocinas e alguns hormonios. Tal qual os receptores associados 
a tirosinas-cinase, muitos destes sao dimeros pre-formados ou dimerizam pela inte- 
ragao com o ligante. 

Alguns desses receptores dependem de membros da maior familia de tirosinas- 
-cinase citoplasmaticas dos mamiferos, a familia Src (ver Figuras 3-10 e 3-64), os quais 
incluem Src, Yes, Fgr, Fyn, Lck, Lyn, Hck e Blk. Todas essas enzimas possuem dommios 
SH2 e SH3 e estao localizadas no lado citoplasmatico da membrana plasmatica, onde 
sao parcialmente fixadas por interagao com proteinas receptoras transmembrana e 
parcialmente por cadeias lipidicas ligadas de modo covalente. Diferentes membros da 
familia estao associados a receptores diferentes e fosforilam grupos de proteinas-alvo 
que se sobrepoem, porem distintos. Por exemplo, Lyn, Fyn e Lck estao associadas a 
diferentes grupos de receptores em linfocitos. Em cada caso, a cinase e ativada quando 
uma proteina receptora apropriada interage com um ligante extracelular. A Src pode, 
assim como varios outros membros da familia, ligar-se a RTKs ativados; nesses casos, 
o receptor e a cinase citoplasmatica estimulam mutuamente suas atividades cataliti- 
cas, dessa forma fortalecendo e prolongando o sinal (ver Figura 15-51). Existem algu- 
mas proteinas G (G s e G t ) que ativam Src, sendo este um dos caminhos pelos quais a 
ativagao dos GPCRs pode levar a fosforilagao de tirosinas de proteinas de sinalizagao 
intracelular e de proteinas efetoras. 
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Um outro tipo de tirosina-cinase citoplasmatica se associa a integrinas, a principal 
familia de receptores usados pelas celulas para se ligar a matriz extracelular (discutido 
no Capitulo 19). A ligagao dos componentes da matriz as integrinas ativa as vias de sina¬ 
lizagao intracelular que influenciam o comportamento da celula. Quando as integrinas 
se agrupam em sitios de contato na matriz, elas promovem a formagao das jungoes ce- 
lula-matriz, chamadas de adesoesfocais. Entre as muitas protemas recrutadas para essas 
jungoes esta a tirosina-cinase citoplasmatica denominada cinase de adesao focal (FAK; 
do ingles, focal adhesion kinase), que se liga a cauda citosolica de uma das subunidades 
da integrina com a ajuda de outras protemas. As moleculas FAK agrupadas fosforilam 
umas as outras, criando sitios de ancoragem de fosfotirosinas, onde as Srcs se ligam. Src 
e FAK fosforilam, entao, uma a outra, alem de fosforilar outras protemas que se agrupam 
na jungao, inclusive muitas das protemas sinalizadoras usadas pelos RTKs. Dessa forma, 
as duas cinases sinalizam a celula que ela esta aderida a um substrato adequado onde 
pode sobreviver, crescer, dividir-se, migrar e assim por diante. 

A maior e a mais diversificada classe de receptores que utilizam tirosinas-cinase 
citoplasmaticas para transmitir sinais para o interior das celulas e a dos receptores de 
citocinas, apresentados a seguir. 

Receptores de citocinas ativam a via de sinalizagao JAK-STAT 

A grande familia dos receptores de citocinas inclui receptores para muitos tipos de me- 
diadores locais (coletivamente chamados de citocinas), bem como receptores para al- 
guns hormonios, como o hormonio de crescimento e a prolactina (Animagao 15.8). Esses 
receptores estao associados, de forma estavel, a uma classe de tirosinas-cinase citoplas¬ 
maticas denominadas Janus-cinase (JAKs) (em homenagem ao deus romano de duas 
faces), que ativam reguladores de transcrigao chamados de STATs (transdutoras de sinal 
e ativadoras de transcrigao; do ingles, signal transducers e activators of transcription). 
Essas protemas localizam-se no citosol e sao referidas como reguladores de transcrigao 
latentes, porque migram para o micleo e regulam a transcrigao genica somente apos se- 
rem ativadas. 

Apesar de muitas vias de sinalizagao intracelular irem dos receptores de superficie 
para o niicleo, onde alteram a transcrigao genica (ver Figura 15-55), a via de sinalizagao 
JAK-STAT e uma das mais diretas. Os receptores de citocinas sao dimeros ou trimeros e 
estao associados a uma ou duas das quatro JAKs conhecidas (JAK1, JAK2, JAK3 e Tylc2). 
A ligagao da citocina altera a organizagao, causando a aproximagao de duas JAKs para 
que possam fazer fosforilagao, aumentando, assim, a atividade de seus dommios de ti¬ 
rosina-cinase. As JAKs fosforilam as tirosinas nas caudas citoplasmaticas dos receptores 
de citocinas, criando sitios de fosfotirosina de ancoragem para as STATs (Figura 15-56). 
Algumas protemas adaptadoras podem tambem se ligar a alguns desses sitios e acoplar 
os receptores de citocinas a via de sinalizagao Ras-MAP-cinase, discutida anteriormente, 
mas essas protemas nao serao discutidas aqui. 

Pelo menos seis STATs sao conhecidas nos mamiferos. Cada uma delas possui 
um dominio SH2 que realiza duas fungoes. A primeira consiste na mediagao da ligagao 
da proteina STAT a um sitio de ancoragem de fosfotirosina em um receptor de citocina 
ativado. Uma vez ligada, suas tirosinas sao fosforiladas pelas JAKs, o que provoca sua 
dissociagao do receptor. A segunda consiste na mediagao, pelo dominio SH2 da STAT 
livre, da ligagao desta a uma fosfotirosina de outra STAT, formando um homo ou um he- 
terodimero de STAT. O dimero de STAT se transloca para o micleo, onde, em combinagao 
com outras protemas reguladoras da transcrigao, se liga a uma sequencia especifica re- 
guladora cis em varios genes e estimula sua transcrigao (ver Figura 15-56). Por exemplo, 
a STAT5 ativada estimula a transcrigao de genes que codificam protemas do leite, em res- 
posta ao hormonio prolactina, estimulando a produgao de leite pelas celulas da mama. 
A Tabela 15-6 relaciona algumas das mais de 30 citocinas e hormonios que ligam-se a 
receptores de citocinas e ativam a via JAK-STAT. 

As respostas mediadas pelas STATs sao reguladas por retroalimentagao negativa. 
Alem da ativagao de genes que codificam protemas que medeiam a resposta induzida 
pelas citocinas, os dimeros de STAT tambem ativam genes que codificam protemas ini- 
bidoras que atuam na inibigao da resposta. Algumas dessas protemas se ligam as JAKs 
fosforiladas, inativando-as, bem como os seus receptores associados; outras se ligam aos 
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Receptores de citocina Citocina 




Figura 15-56 Via de sinalizagao JAK- 
-STAT ativada por citocinas. A ligagao 
das citocinas causa a dimerizagao das duas 
cadeias polipeptidicas do receptor (confor- 
me mostrado) ou reorienta as cadeias do 
receptor em um dimero pre-formado. Em 
ambos os casos, os JAKs associados sao 
reunidos de forma que podem fosforilar 
as tirosinas um do outro e se tornam total- 
mente ativados, e, depois disso, fosforilam 
os receptores para gerar sftios de ligagao 
para os dommios SH2 das proteinas STAT. 
Os JAKs tambem fosforilam as proteinas 
STAT, que se dissociam do receptor e 
formam dimeros que penetram no nucleo 
para controlar a expressao genica. 


dimeros de STAT fosforilados e os impedem de se ligar aos seus DNAs-alvo. Contudo, so- 
mente esses mecanismos de retroalimentagao negativa nao sao suficientes para inibir uma 
resposta. A inativagao das JAKs e das STATs requer a desfosforilagao de suas fosfotirosinas. 

As proteinas tirosinas-fosfatase revertem as fosforilagoes das 
tirosinas 

Em todas as vias de sinalizagao que usam fosforilagao de tirosinas, estas sao revertidas 
por proteinas tirosinas-fosfatase. Essas enzimas sao tao importantes nos processos de 
sinalizagao quanto as tirosinas-cinase que adicionam os fosfatos. Enquanto existem so- 
mente poucos tipos de subunidades cataliticas de serinas-treoninas fosfatase responsa- 
veis pela remogao de grupos fosfato de serinas e treoninas, existem cerca de 100 tirosi¬ 
nas-fosfatase codificadas no genoma humano, inclusive algumas fosfatases biespetificas 
que tambem desfosforilam serinas e treoninas. 

Semelhantemente as tirosinas-cinase, as tirosinas-fosfatase ocorrem tanto na 
forma transmembrana como citoplasmatica. Ao contrario das serinas-treoninas fos- 



Algumas proteinas de sinalizagao extracelular que atuam por meio de receptores de citocina e a 
via de sinalizagao JAK-STAT 
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fatase, que geralmente apresentam uma especificidade ampla, a maioria das tirosinas- 
-fosfatase exibe especificidade refinada por seus substratos, removendo grupos fosfato 
somente de fosfotirosinas de um determinado subgrupo de protemas. Essas fosfatases 
asseguram que as fosforilagoes sejam de curta duragao e que o nivel de tirosinas fos- 
foriladas seja muito baixo nas celulas em repouso. No entanto, elas nao revertem sim- 
plesmente os efeitos das tirosinas-cinase; elas estao programadas para agir somente na 
hora apropriada. 

Tendo discutido o papel critico da fosforilagao e da desfosforilagao de tirosinas 
nas vias de sinalizagao intracelular ativadas por muitos receptores acoplados a enzi- 
mas, apresentaremos agora outra classe de receptores acoplados a enzimas que con¬ 
tain com a fosforilagao de serinas e de treoninas. Esses receptores serina-treonina-cina- 
se ativam uma via de sinalizagao para o nucleo ainda mais direta do que a via JAK-STAT, 
discutida anteriormente. Essas cinases fosforilam reguladores de transcrigao latentes 
denominados Smads, que migram para o nucleo e controlam a transcrigao genica. 

As protemas sinalizadoras da superfamilia TGF(3 atuam por meio de 
receptores serina-treonina-cinase e Smads 

A superfamilia fator de crescimento transformador p (TGFP; do ingles, transforming 
growth factor-ft superfamily) consiste em um grande rnimero (33 em humanos) de pro¬ 
temas dimericas de secregao estruturalmente relacionadas. Elas atuam como hormo- 
nios ou, mais frequentemente, como mediadores locais, regulando uma ampla gama 
de fungoes biologicas em todos os animais. Durante o desenvolvimento, elas regulam o 
padrao de formagao e influenciam varios comportamentos celulares, como proliferagao, 
diferenciagao, produgao de matriz extracelular e morte celular. Nos adultos, estao envol- 
vidas com reparo de tecidos e regulagao imune, assim como em muitos outros processos. 
A superfamilia e composta pela familia TGFfi/ativina e pela familia maior de protemas 
morfogenicas osseas (BMPs; do ingles, bone morphogenetic proteins ). 

Todas essas protemas atuam por meio de receptores acoplados a enzimas que sao 
protemas transmembrana de passagem unica, com um dominio serina/treonina-cinase 
na face citosolica da membrana plasmatica. Existem duas classes desses receptores se- 
rinas/treoninas-cinase - tipo I e tipo II - que sao homodimeros com estrutura seme- 
lhante. Os membros da superfamilia TGFp ligam-se aos receptores dimeros tipo I e tipo 
II quando em uma combinagao caracteristica, aproximando os dommios de cinase de 
forma que o receptor tipo II fosforila e ativa o receptor tipo I, formando um complexo 
receptor tetramerico ativo. 

Quando ativado, o complexo receptor envia rapidamente o sinal para o nucleo, 
usando uma estrategia muito semelhante a utilizada pela JAK-STAT no caso dos recep¬ 
tores de citocinas. O receptor tipo I ativado se liga a um regulador de transcrigao latente 
da familia Smad (denominagao derivada dos primeiros membros da familia identifica- 
dos, Sma em C. elegans e Mad em Drosophila) e o fosforila. Os receptores TGFp/ativi- 
na ativados fosforilam Smad2 ou Smad3, enquanto os receptores BMP ativados fosfori¬ 
lam Smadl, Smad5 ou Smad8. Uma vez que uma dessas Smads ativadas por receptores 
(R-Smads) tenha sido fosforilada, ela se dissocia do receptor e se liga a Smad4 (chamada 
de co-Smad), que pode formar um complexo com qualquer uma das cinco R-Smads. 
Esse complexo se desloca para o nucleo, onde se associa a outros reguladores de trans¬ 
crigao e controla a transcrigao de genes-alvo especificos (Figura 15-57). Os genes afeta- 
dos variam porque as protemas nucleares associadas variam dependendo do tipo celular 
e das condigoes da celula. 

Os receptores TGFp ativados e seus ligantes sao internalizados por endocitose, por 
duas vias distintas, uma que leva a mais ativagao e a outra que leva a inativagao. A via 
de ativagao depende de vesiculas revestidas por clatrina e conduz aos endossomos ini- 
ciais (discutido no Capitulo 13), onde ocorre a maior parte da ativagao de Smad. Uma 
protema de ancoragem denominada SARA (ancora de Smad para ativagao do receptor; 
do ingles, Smad anchor for receptor activation) tern um papel importante nessa via; ela 
esta concentrada nos endossomos primarios e se liga tanto aos receptores TGFp ativa¬ 
dos quanto as Smads, aumentando a eficiencia da fosforilagao do receptor mediada pela 
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Figura 15-57 A via de sinalizagao 
dependente de Smad ativada por 
TGFfJ. 0 dimero de TGFp promove a 
formagao de um complexo receptor tetra- 
merico contendo duas copias dos recep- 
tores do tipo I e do tipo II. Os receptores 
do tipo II fosforilam sitios especificos nos 
receptores do tipo I, ativando, assim, seus 
domfnios cinase e levando a fosforilagao 
de R-Smads como a Smad2 e Smad3. As 
Smads se abrem para expor uma superffcie 
de dimerizagao quando sao fosforiladas, 
levando a formagao de um complexo 
trimerico contendo duas R-Smads e a 
co-Smad, Smad4. 0 complexo Smad 
fosforilado penetra no nucleo e colabora 
com outros reguladores de transcrigao 
para controlar a transcrigao de genes-alvo 
especificos. 
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Smad. A via de inativagao depende de caveolos (apresentadas no Capitulo 13) e conduz a 
ubiquitinagao do receptor e degradagao nos proteassomos. 

As Smads transitam de forma continua entre o citoplasma e o nucleo durante a res¬ 
posta a sinalizagao: elas sao desfosforiladas no nucleo e exportadas para o citoplasma, 
onde podem ser refosforiladas por receptores ativados. Dessa forma, o efeito exercido 
sobre os genes-alvo reflete a concentragao do sinal extracelular e o tempo em que o sinal 
continua agindo sobre os receptores de superficie celular (frequentemente por varias 
horas). As celulas expostas a um morfogeno em alta concentragao, ou por um longo tem¬ 
po, ou ambos, ativarao um conjunto de genes, enquanto as celulas que receberem uma 
exposigao mais baixa, ou mais transitoria, ativarao um outro conjunto. 

A retroalimentagao negativa regula a via da Smad, como acontece em outros 
sistemas de sinalizagao. Entre os genes-alvo ativados pelos complexos Smad estao 
aqueles que codificam Smads inibidoras, como Smad6 e Smad7. A Smad7 (e, possivel- 
mente, Smad6) se liga a cauda citosolica do receptor ativado e inibe sua capacidade 
de sinalizagao de, pelo menos, tres maneiras: (1) compete com as R-Smads pelos sitios 
de ligagao no receptor, reduzindo a fosforilagao da R-Smad; (2) recruta uma ubiquiti- 
na-ligase chamada de Smurf, a qual ubiquitina o receptor, levando a sua internaliza- 
gao e degradagao (elas sao chamadas de Smurfs, fatores reguladores de ubiquitinagao 
de Smads, de Smad ubiquitylation regulatory factors, porque tambem promovem a 
ubiquitinagao e a degradagao das Smads); e (3) recruta uma protema-fosfatase que 
desfosforila e inativa o receptor. Alem disso, as Smads inibidoras se ligam a co-Smad, 
Smad4, inibindo-a, tanto por impedir sua ligagao as R-Smads como por promover sua 
ubiquitinagao e degradagao. 

Embora os receptores serina/treonina-cinase atuem principalmente por meio da 
via Smad recem-descrita, eles tambem podem estimular outras protemas sinalizadoras 
intracelulares como as MAP-cinases e a PI 3-cinase. Reciprocamente, as protemas de 
sinalizagao de outras vias podem fosforilar as Smads e, dessa forma, influenciar a sinali¬ 
zagao ao longo dessa via. 

Resumo 

Existem varias classes de receptores acoplados a enzimas, e os mais comuns sao recepto¬ 
res tirosinas-cinase (RTKs), receptores assodados a tirosinas-cinase e receptores serina- 
-treonina-cinase. 

A interagao do ligante com os RTKs causa sua dimerizagao, o que leva a ativagao 
de seus dominios cinase. Esses dommios ativados fosforilam multiplas tir osinas nos re¬ 
ceptores, produzindo um conjunto de fosfotirosinas que servem como sitios de ancoragem 
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para um conjunto de proteinas de sinalizagao intracelular, que se ligam atraves de seus 
dominios SH2 (ou PTB). Uma proteina desse tipo serve como adaptador para acoplar 
alguns receptores ativados a uma Ras-GEF (Sos), a qual, porsua vez, ativa a GTPase mo- 
nomerica Ras; esta, por sua vez, ativa um modulo de sinalizagao de MAP-cinase de tres 
componentes, o qual transmite o sinal para o nucleo por meio dafosforilagao de protemas 
reguladoras de transcrigao. Outra protema sinalizadora importante que ancora em RTKs 
ativados e a PI 3-cinase, que fosf or ila fosfoinositideos especificos e gera, na membrana 
plasmatica, sitios lipidicos de ancoragem para as protemas sinalizadoras com dommios 
PH de ligagao a fosfoinositideos, entre elas a serina/treonina-cinase Akt (PKB), a qual tern 
uma fungao-chave no controle do crescimento e da sobrevivencia celular. Muitas classes de 
receptores, incluindo alguns RTKs, ativam as GTPases monomericas dafamilia Rho, que 
acoplam funcionalmente os receptores ao citoesqueleto. 

Os receptores associados a tirosinas-cinase dependem, para sua atividade, de va- 
rias tirosinas-cinase citoplasmaticas. Entre elas estao os membros dafamilia Src, que se 
associam a muitos tipos de receptores, e a cinase de adesao focal (FAK), que se associa a 
integrinas nas adesdes focais. Entao, as tirosinas-cinase citoplasmaticas fosforilam uma 
grande variedade de protemas sinalizadoras para que o sinal seja transmitido. A maior 
familia dessa classe e a dos receptores de citocinas. Quando estimulados pela interagao 
com o ligante, esses receptores ativam tirosinas-cinase citoplasmaticas JAK, que fosforilam 
STATs. Como consequencia, as STATs dimerizam, migram para o nucleo e ativam a trans- 
crigao de genes especificos. Os receptores serina-treonina-cinase, ativados por proteinas- 
-sinal da superfamilia TGFp, atuam de modo similar: fosf orilam e ativam Smads, que 
oligomerizam com outra Smad, migram para o nucleo e regulam a transcrigao genica. 

VIAS ALTERNATIVAS DE SINALIZAgAO NA 
REGULAgAO GENICA 

As principals mudangas no comportamento de uma celula tendem a depender de mu¬ 
dangas na expressao de um grande numero de genes. Desse modo, muitas moleculas 
de sinalizagao extracelular exercem seus efeitos, total ou parcialmente, por iniciarem 
vias de sinalizagao que alteram as atividades de reguladores de transcrigao. Existem 
numerosos exemplos de regulagao genica nas vias dos GPCR e dos receptores aco- 
plados a enzimas (ver Figuras 15-27 e 15-49). Nesta segao, descreveremos alguns dos 
mecanismos de sinalizagao menos comuns pelos quais a expressao genica pode ser 
controlada. Iniciaremos com varias vias que dependem de proteolise regulada para 
controlar a localizagao e a atividade de reguladores de transcrigao latentes. Descreve¬ 
remos tambem uma classe de moleculas de sinalizagao extracelular que nao utilizam 
receptores de superficie celular, mas, para exercer suas fungoes, entram na celula e 
interagem diretamente com reguladores de transcrigao. No final, discutiremos breve- 
mente alguns dos mecanismos pelos quais a expressao genica e controlada pelo ritmo 
circadiano: o ciclo diario de luz e escuridao. 

0 receptor Notch e uma proteina reguladora latente da 
transcrigao 

A sinalizagao por meio da protema receptora Notch e amplamente utilizada no desen- 
volvimento animal. Conforme sera discutido no Capitulo 22, ela tern uma atuagao geral 
no controle da escolha do destino das celulas e na regulagao do padrao de formagao 
durante o desenvolvimento da maioria dos tecidos, bem como na renovagao continua de 
tecidos, como o revestimento do intestino. Contudo, ela e mais conhecida pelo seu papel 
na formagao das celulas nervosas na Drosophila, as quais geralmente surgem isoladas 
dentro de uma camada epitelial de celulas precursoras. Durante esse processo, quando 
as celulas precursoras se comprometem com o desenvolvimento em celulas nervosas, 
elas sinalizam para suas vizinhas mais proximas para que nao se desenvolvam da mesma 
forma; a celulas inibidas se diferenciam em celulas epiteliais. Esse processo, conhecido 
como inibigao lateral, depende de um mecanismo de sinalizagao dependente de contato 
mediado por uma protema-sinal transmembrana de passagem unica chamada de Delta, 
exposta na superficie da futura celula neural. Delta liga-se a Notch na celula adjacente 
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Figura 15-58 Inibi^ao lateral mediada 
por Notch e Delta durante o desen- 
volvimento das celulas nervosas em 
Drosophila. Quando determinadas celu¬ 
las do epitelio iniciam sua diferenciagao 
em celulas neurais, elas sinalizam para as 
celulas adjacentes para que nao fagam o 
mesmo. Esta sinalizagao inibidora, depen- 
dente de contato, e mediada pelo ligante 
Delta, que aparece na superffcie da futura 
celula nervosa e se liga as proteinas Notch 
das celulas adjacentes. Em muitos tecidos, 
todas as celulas de urn agrupamento ini- 
cialmente expressam Delta e Notch. Entao, 
ocorre uma competigao, e uma celula 
surge como vencedora, expressando Delta 
em grande quantidade e impedindo a sua 
expressao nas demais celulas. Em outros 
casos, fatores adicionais interagem com 
Delta ou com Notch, tornando algumas 
celulas suscetiveis e outras resistentes ao 
sinal de inibigao lateral. 
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e sinaliza para que ela nao se transforme em celula neural (Figura 15-58). Quando esse 
processo de sinalizagao esta defeituoso, e produzido um grande excesso de celulas neu¬ 
rais as expensas de celulas epidermicas, o que e letal. 

Notch e uma protema transmembrana de passagem unica que necessita de pro- 
cessamento proteolitico para funcionar. Ela atua como regulador latente de transcrigao 
e produz a via de sinalizagao mais simples e mais direta de um receptor de superffcie 
celular para o nucleo. Quando ativada pela ligagao de Delta de outra celula, a cauda ci- 
toplasmatica de Notch e hidrolisada por uma protease ligada a membrana e se desloca 
para o nucleo, onde ativa a transcrigao de um grupo de genes que respondem a Notch. 
A cauda interage com uma protema de ligagao ao DNA, convertendo-a de repressor em 
ativador da transcrigao. 

O receptor Notch sofre tres clivagens proteolfticas sucessivas, mas somente as 
duas ultimas dependem da ligagao de Delta. Como parte de sua biossfntese, ele e hi- 
drolisado no aparelho de Golgi, formando um heterodfmero, que e entao transportado 
para a superffcie celular como receptor maduro. A ligagao de Delta a Notch induz uma 
segunda hidrolise no domfnio extracelular, mediada por uma protease extracelular. 
Segue-se uma hidrolise final, liberando a cauda citoplasmatica do receptor ativado 
(Figura 15-59). Observe que, ao contrario da maioria dos receptores, a ativagao de No¬ 
tch e irreversfvel; uma vez ativada pela interagao com o ligante, a protema nao pode ser 
utilizada outra vez. 

A hidrolise final da cauda de Notch ocorre dentro do segmento transmembrana, 
sendo mediada por um complexo proteolitico chamado de secretase y, que tambem e 
responsavel pela hidrolise intramembrana de varias outras proteinas. Uma de suas subu- 
nidades essenciais e a Presenilina, chamada dessa forma porque mutagoes no gene que 
a codifica sao causas frequentes da doenga de Alzheimer familiar precoce, uma forma de 
demencia pre-senil. Acredita-se que o complexo proteolitico contribua para esta e outras 
formas da doenga de Alzheimer por gerar fragmentos peptfdicos extracelulares de uma 
protema transmembrana neuronal; os fragmentos se acumulam em grande quantidade, 
formando agregados de proteinas malformadas chamadas de placas amiloides, que da- 
nificam as celulas nervosas, contribuindo para sua degeneragao e perda. 

Notch e Delta sao glicoprotefnas, e sua interagao e regulada por glicosilagao de 
Notch. A familia Fringe de glicosiltransferases adiciona agiicares extras ao oligossa- 
carideo de ligagoes O (discutido no Capitulo 13) de Notch, o que altera sua especificida- 
de pelos ligantes. Esse e o primeiro exemplo de modulagao de sinalizagao ligante-recep¬ 
tor por glicosilagao diferencial do receptor. 


As proteinas Wnt interagem com os receptores Frizzled e inibem 
a degradagao de (3-catenina 

As proteinas Wnt sao moleculas de sinalizagao secretadas que agem como mediado- 
res locais e morfogenos no controle de muitos aspectos do desenvolvimento em todos 
os animais nos quais foram estudadas. Essas proteinas foram descobertas indepen- 
dentemente em moscas e em camundongos: na Drosophila, o gene Wingless (W£) foi 
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Figura 15-59 Processamento e ativagao de Notch por clivagem proteolitica. As setas vermelhas numera- 
das indicam os sftios de processamento proteolitico. A primeira etapa do processamento ocorre dentro da rede 
trans Golgi e gera urn receptor Notch heterodimerico maduro que e exposto na superffcie celular. A ligagao a 
Delta em uma celula adjacente, desencadeia as duas etapas proteoliticas seguintes: o complexo de Delta e do 
fragmento Notch ao qual ela esta ligada sao endocitados pela celula que esta expressando Delta, expondo o 
sftio de clivagem extracelular na subunidade Notch transmembrana. Observe que Notch e Delta interagem por 
meio dos seus domfnios repetidos similares a EGF. A cauda de Notch liberada migra para o nucleo, onde se liga a 
proteina Rbpsuh e a converte de repressor em ativador de transcrigao. 


descoberto devido ao seu papel como morfogeno no desenvolvimento das asas, en- 
quanto, em camundongos, o gene Inti foi identificado porque promovia o desenvol¬ 
vimento de tumores de mama quando ativado pela integragao de um virus proximo 
a ele. Ambos os genes codificam protemas Wnt. Essas protemas sao incomuns como 
protemas secretadas pelo fato de terem uma cadeia de acido graxo ligada covalen- 
temente a sua extremidade N-terminal, o que aumenta sua ligagao com a superffcie 
celular. Existem 19 Wnts em humanos, cada uma com fungoes distintas, mas frequen- 
temente sobrepostas. 

As Wnts ativam, pelo menos, dois tipos de vias de sinalizagao intracelular. Nosso 
foco principal aqui e a via Wnt/p-catenina (tambem conhecida como via Wnt candni- 
ca), que esta centralizada no regulador latente de transcrigao fi-catenina. Uma segunda 
via, chamada de via de polaridade planar ,; coordena a polarizagao das celulas no piano 
do epitelio em desenvolvimento e depende das GTPases da familia Rho. Ambas as vias 
iniciam com a ligagao das Wnts aos receptores de superffcie celular da familia Frizzled, 
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Figura 15-60 Via de sinalizagao 
Wnt/0-catenina. (A) Na ausencia de um 
sinal de Wnt, a p-catenina, que nao esta 
ligada as jungoes aderentes celula-celula 
(nao mostrado), interage com um com- 
plexo de degradagao que contem APC, 
axina, GSK3 e CK1. Neste complexo, a 
p-catenina e fosforilada pela CK1 e pela 
GSK3, o que desencadeia sua ubiquitina- 
gao e degradagao nos proteassomos. Os 
genes que respondem a Wnt sao mantidos 
inativos pela ligagao da proteina correpres- 
sora Groucho ao regulador de transcrigao 
LEF1/TCF. (B) A Wnt se liga a Frizzled e LRP 
agrupa os dois correceptores, e a cauda 
citosolica de LRP e fosforilada por GSK3 e 
por CK1. A Axina se liga a LRP fosforilada 
e e inativada e/ou degradada, resultando 
na dissociagao do complexo de degrada¬ 
gao. A fosforilagao da p-catenina e, assim, 
prevenida, e a proteina nao fosforilada se 
acumula e penetra no nucleo, onde se liga 
a LEF1/TCF, desloca o correpressor Grou¬ 
cho, e atua como um coativador na ati- 
vagao dos genes-alvo de Wnt. A proteina 
de suporte Dishevelled e necessaria para 
que a via de sinalizagao opere; ela se liga a 
Frizzled e torna-se fosforilada (nao mostra¬ 
do), no entanto sua fungao especffica nao 
e conhecida. 


que sao protemas transmembrana de sete passagens, cuja estrutura lembra a dos GPCRs, 
mas que, em geral, nao atuam por meio da ativagao de protemas G. As protemas Frizzled, 
quando ativadas pela ligagao da Wnt, recrutam a proteina de suporte Dishevelled, a qual 
ajuda na transmissao do sinal para outras moleculas sinalizadoras. 

A via Wnt/p-catenina age regulando a proteolise da proteina multifunctional 
p-catenina (ou Armadillo em moscas). A porgao celular da proteina esta localizada nas 
jungoes celula-celula e, desse modo, contribui no controle da adesao celula-celula (dis- 
cutido no Capitulo 19), enquanto o restante da p-catenina e degradado rapidamente no 
citoplasma. A degradagao depende de um grande complexo de degradagao proteico, que 
se liga a p-catenina e a mantem fora do nucleo enquanto promove sua degradagao. O 
complexo contem pelo menos outras quatro protemas: uma cinase chamada caseina ci- 
nase 1 (CK1) fosforila uma serina da p-catenina, preparando-a para ser fosforilada por 
outra cinase chamada glicogenio-sintase-cinase-3 (GSK3); essa fosforilagao final marca a 
proteina para ubiquinagao e degradagao rapida nos proteassomos. Duas protemas de su¬ 
porte, chamadas de axina e polipose adenomatosa de colon (APC; do ingles, adenomatous 
polyposis coli ) estabilizam o complexo (Figura 15-60 A). A proteina APC tern esse nome 
porque o gene que a codifica esta frequentemente mutado em um tipo de tumor benigno 
de colon (adenoma); o tumor se projeta para o lumen como um polipo, que pode se tor- 
nar maligno. (Esta APC nao deve ser confundida com o complexo promotor de anafase; 
do ingles, anaphase promoting complex, tambem chamado de APC/C, que tern uma fun¬ 
gao central na degradagao proteica seletiva durante o ciclo celular - ver Figura 17-15A.) 

As protemas Wnt regulam a proteolise da p-catenina por se ligarem a proteina 
Frizzled e a um correceptor relacionado ao receptor da lipoproteina de baixa densida- 
de (LDL, discutido no Capitulo 13) sendo, por isso, chamada de proteina relacionada 
ao receptor de LDL (LRP). Em um processo pouco conhecido, o complexo receptor 
ativado recruta a proteina de suporte Dishevelled e promove a fosforilagao do receptor 
de LRP pelas duas cinases, GSK3 e CK1. A Axina e levada ao complexo receptor e inati¬ 
vada, rompendo o complexo de degradagao da p-catenina no citoplasma. Dessa forma, 
a fosforilagao e a degradagao da p-catenina nao ocorrem, o que permite que a proteina 
nao fosforilada se acumule e seja translocada para o nucleo, onde altera o padrao da 
transcrigao genica (Figura 15-60B). 

Na ausencia de sinalizagao por Wnt, os genes-alvo da sinalizagao normalmente 
sao reprimidos por um complexo inibidor de protemas reguladoras de transcrigao. O 
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complexo inclui proteinas da familia LEF1/TCF ligados a uma proteina correpressora 
da familia Groucho (ver Figura 15-60A). A p-catenina entra no nucleo, em resposta a 
um sinal de Wnt, e se liga as proteinas LEF1/TCF, deslocando Groucho. Dessa forma, a 
p-catenina funciona como um coativador, induzindo a transcrigao dos genes-alvo de 
Wnt (ver Figura 15-60B). Assim, a sinalizagao por Wnt/p-catenina desencadeia uma 
mudanga de repressao para ativagao da transcrigao, tal como acontece na sinalizagao 
por Notch. 

Entre os genes ativados pela p-catenina esta Myc, que codifica uma proteina (Myc) 
que e um importante regulador do crescimento e da proliferagao celular (discutido no 
Capitulo 17). O gene Ape esta mutado em 80% dos canceres de colon humano (dis¬ 
cutido no Capitulo 20). Essas mutagoes inibem a capacidade da proteina de se ligar a 
P-catenina, provocando o acumulo da proteina no nucleo e a consequente estimulagao 
da transcrigao de c-Myc e de outros genes-alvo de Wnt, mesmo na ausencia do sinal es- 
pecifico. O crescimento e a proliferagao celular descontrolados resultantes promovem o 
desenvolvimento do cancer. 

Varias proteinas inibidoras secretadas regulam a sinalizagao por Wnt durante o 
desenvolvimento. Algumas se ligam aos receptores LRP e promovem sua retrorregula- 
gao, enquanto outras competem com os receptores Frizzled pelas Wnt secretadas. Pelo 
menos em Drosophila , a Wnt ativa ciclos de retroalimentagao negativa, nos quais os ge¬ 
nes-alvo de Wnt codificam proteinas que ajudam a inativar a resposta; algumas dessas 
proteinas inibem Dishevelled, e outras sao inibidores secretados. 

As proteinas Hedgehog se ligam a Patched, liberando a inibigao 
mediada por Smoothened 

As proteinas Hedgehog e as proteinas Wnt atuam de maneira similar. Ambas sao mole- 
culas de sinalizagao secretadas que atuam como mediadores locais e morfogenos em 
muitos tecidos em desenvolvimento, tanto em invertebrados como em vertebrados. 
Ambas sao modificadas pela ligagao covalente de lipideos, dependem, para sua agao, 
de proteoglicanos secretados ou ligados a membrana (discutidos no Capitulo 19) e ati- 
vam reguladores latentes de transcrigao pela inibigao de sua degradagao. Elas tambem 
desencadeiam uma mudanga de repressao da transcrigao para ativagao, e a sinaliza¬ 
gao excessiva ao longo de ambas as vias nas celulas adultas pode levar ao cancer. Elas 
usam algumas das mesmas proteinas de sinalizagao intracelular e as vezes colaboram 
na mediagao da resposta. 

As proteinas Hedgehog foram descobertas em Drosophila, onde esta familia pro- 
teica tern somente um membro. A mutagao do gene Hedgehog produz uma larva coberta 
por prolongamentos pontiagudos (denticulos) lembrando um ourigo (em ingles, hed¬ 
gehog, dai o nome). Pelo menos tres genes codificam a proteina Hedgehog nos verte¬ 
brados - Sonic, Desert e Indian. As formas ativas de todas as proteinas Hedgehog estao 
covalentemente ligadas ao colesterol, bem como a cadeias de acidos graxos. O colesterol 
e adicionado durante um processamento incomum, no qual uma proteina precursora 
sofre autoproteolise e produz uma protema-sinal menor contendo colesterol. A maior 
parte do que se conhece sobre a via de sinalizagao da Hedgehog foi derivado de estudos 
geneticos em moscas, eea via nas moscas que resumiremos aqui. 

Os efeitos da Hedgehog sao mediados por um regulador latente de transcrigao 
chamado Cubitus interruptus (Ci), cuja regulagao lembra a da p-catenina pelas Wnts. 
Na ausencia do sinal de Hedgehog, Ci e ubiquitinada e sofre proteolise nos proteasso- 
mos. Contudo, em vez de ser totalmente degradada, ela e processada, gerando um frag- 
mento menor, que se acumula no nucleo, onde atua como um repressor da transcrigao, 
ajudando a manter reprimidos alguns dos genes que respondem a Hedgehog. O proces¬ 
samento proteolitico da Ci depende de sua fosforilagao por tres protemas-cinase - PKA 
e mais duas cinases tambem utilizadas na via da Wnt, chamadas de GSK3 e CK1. Como 
na via de Wnt, o processamento proteolitico ocorre em um complexo multiproteico. Esse 
inclui a protema-cinase Fused e uma proteina de suporte Costal2, a qual faz uma asso- 
ciagao estavel com Ci, recruta as outras tres cinases e liga o complexo aos microtubulos, 
mantendo, assim, fora do nucleo a Ci nao processada (Figura 15-61A). 
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Figura 15-61 Sinalizagao por Hedgehog em 
Drosophila. (A) Na ausencia de Hedgehog, 
a maioria da Patched esta dentro de vesiculas 
intracelulares (nao mostrado) onde ela man- 
tem a Smoothened sequestrada e inativa. A 
proteina Ci esta ligada a um complexo proteico 
de degradagao citosolico, que inclui a proteina- 
-cinase Fused e a proteina de suporte Costal2. 
Esta recruta outras tres proteina-cinase (PKA, 
GSK3 e CK1; nao mostradas), que fosforilam 
Ci. A Ci fosforilada e ubiquitinada e hidrolisada 
nos proteassomos (nao mostrado), formando 
um repressor de transcrigao, que se acumula no 
nucleo e ajuda a manter inativos os genes-alvo 
de Hedgehog. (B) A ligagao de Hedgehog a 
iHog e a Patched remove a inibigao do receptor 
Smoothened. A Smoothened e fosforilada por 
PKA e CK1 e e translocada para a membrana 
plasmatica, onde recruta o complexo formado 
por Fused, Costal2 e Ci. Costal2 libera Ci nao 
processada, que se acumula no nucleo e ativa 
a transcrigao dos genes-alvo da Hedgehog. 
Muitos dos eventos dessa via sao pouco conhe- 
cidos, inclusive o papel da proteina Fused. 


A Hedgehog atua no bloqueio do processamento proteolitico da Ci, transforman- 
do-a em um regulador de transcrigao. Ela o faz por um processo de sinalizagao intrin- 
cado que depende de tres protemas transmembrana: Patched, iHog e Smoothened. A 
Patched atravessa 12 vezes a membrana, e apesar de muitas delas estarem em vesicu¬ 
las intracelulares, algumas estao na superficie da celula onde podem se ligar a protema 
Hedgehog. A iHog tambem esta na superficie celular e supoe-se que sirva como um cor- 
receptor para Hedgehog. A Smoothened e uma protema transmembrana de sete passa- 
gens com uma estrutura muito semelhante a de um GPCR, mas nao parece agir como 
um receptor de Hedgehog ou mesmo como um ativador de protemas G; e controlada por 
Patched e iHog. 

Na ausencia de um sinal de Hedgehog, a Patched utiliza um mecanismo desco- 
nhecido para manter a Smoothened sequestrada em vesiculas intracelulares e inati¬ 
va (ver Figura 15-61A). Essa inibigao e removida quando uma Hedgehog se liga a uma 
Patched e a uma iHog, induzindo a endocitose e a degradagao de Patched. Como resul- 
tado, a Smoothened e liberada da inibigao e se transloca para a membrana plasmatica, 
onde recruta o complexo proteico contendo Ci, Fused e Costal2. Esta ultima nao e mais 
capaz dese ligar as outras tres cinases, e por isso Ci nao e clivada, podendo agora entrar 
no nucleo e ativar a transcrigao dos genes-alvo de Hedgehog (Figura 15-61B). O proprio 
Patched esta entre os genes ativados por Ci; o aumento resultante na protema Patched na 
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superficie celular inibe a sinalizagao adicional por Hedgehog - o que e mais um exemplo 
de retro alimentagao negativa. 

Muitas lacunas permanecem no nosso entendimento sobre a via de sinalizagao de 
Hedgehog. Nao se sabe, por exemplo, como Patched mantem Smoothened intracelular 
e inativa. Ja que a estrutura de Patched lembra a de uma protema transportadora trans- 
membrana, tem sido proposto que ela deva transportar uma pequena molecula para 
dentro da celula que manteria a Smoothened sequestrada nas vesiculas. 

Muito menos ainda se sabe sobre essa via nas celulas dos vertebrados. Alem de 
existirem, pelo menos, tres tipos de protemas Hedgehog nessas celulas, existem tres re- 
guladores de transcrigao semelhantes a Ci ( Glil , GU2 e Gli3 ) na regiao 3' do DNA de 
Smoothened. Gli2 e Gli3 sao mais semelhantes a Ci em estrutura e fungao, e tem sido 
mostrado que Gli3 sofre processamento proteolitico como Ci e que age tanto como um 
repressor como um ativador da transcrigao. Alem disso, em vertebrados, a Smoothened 
ativada, localiza-se na superficie do cilio primario (discutido no Capitulo 16), onde tam¬ 
bem estao concentradas as protemas Gli, aumentando, dessa forma, a velocidade e a 
eficiencia da sinalizagao. 

A sinalizagao por Hedgehog promove proliferagao celular, e a sinalizagao exces- 
siva pode levar ao cancer. Por exemplo, as mutagoes que inativam um dos dois genes 
Patched em humanos, que resultam na sinalizagao excessiva por Hedgehog, ocorrem 
com frequencia nos carcinomas basocelulares da pele, a forma mais comum de cancer 
em caucasianos. Uma pequena molecula chamada de ciclopamina, sintetizada por 
um lirio do campo, tem sido utilizada no tratamento de canceres associados a sina¬ 
lizagao excessiva por Hedgehog. Ela bloqueia essa sinalizagao por se ligar firmemen- 
te a Smoothened e inibir sua atividade. Ela foi originalmente identificada por causar 
defeitos graves no desenvolvimento da progenie de ovelhas que se alimentam destas 
plantas; entre os defeitos se encontra a presenga de um unico olho central (condigao 
chamada de ciclopia), o que se observa tambem em camundongos deficientes na si¬ 
nalizagao por Hedgehog. 

Multiples estfmulos estressantes e inflamatorios atuam por meio 
de uma via de sinalizagao dependente de NFkB 

As protemas NFkB sao reguladores de transcrigao latentes presentes na maioria das ce¬ 
lulas animais e estao envolvidas na maioria das respostas estressantes, inflamatorias e 
inatas do sistema imune. Essas respostas fazem parte das reagoes a infeegoes ou a lesoes 
e ajudam a proteger os organismos multicelulares estressados e suas celulas (discutido 
no Capitulo 24). No entanto, quando excessivas ou inapropriadas, essas respostas po- 
dem danificar os tecidos e causar muita dor, e a inflamagao cronica pode levar ao cancer; 
como acontece na sinalizagao por Wnt e Hedgehog, a sinalizagao excessiva por NFkB e 
encontrada em um grande mirnero de canceres humanos. As protemas NFkB tem tam¬ 
bem importante papel durante o desenvolvimento animal normal: o membro Dorsal da 
familia NFkB de Drosophila, por exemplo, tem um papel decisivo no estabelecimento do 
eixo dorsal-ventral no embriao em desenvolvimento (discutido no Capitulo 22). 

Varios receptores de superficie celular ativam a via de sinalizagao da NFkB nas 
celulas animais. Os receptores Toll na Drosophila e os receptores tipo Toll nos vertebra¬ 
dos, por exemplo, reconhecem patogenos e ativam esta via no desencadeamento das 
respostas imunes inatas (discutido no Capitulo 24). Os receptores do fator a de necrose 
tumoral (TNF-a) e da interleucina-1 (IL-1), que sao citocinas de vertebrados muito im- 
portantes na indugao de respostas inflamatorias, tambem ativam essa via de sinalizagao. 
Os receptores Toll, tipo Toll e IL-1 pertencem a mesma familia de protemas, enquanto o 
receptor TNF-a pertence a uma familia diferente; todos eles, no entanto, atuam de forma 
semelhante na ativagao da NFkB. Quando ativados, desencadeiam uma ubiquitinagao 
multiproteica e uma cascata de fosforilagoes que libera a NFkB de um complexo proteico 
inibidor, possibilitando sua translocagao para o rnicleo, onde ativa centenas de genes 
que participam nas respostas imunes inflamatorias e inatas. 

Existem cinco protemas NFkB em mamiferos ( RelA , RelB, c-Rel, NFkBI e NFkB2), 
e formam uma grande variedade de homo e heterodimeros sendo que cada um deles 
ativa seu proprio conjunto de genes. As protemas inibidoras chamadas de IkB ligam- 
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Figura 15-62 Ativagao da via de NFkB 
por TNF-a. A TNF-a e seus receptores 
sao trimeros. A ligagao de TNF-a induz o 
rearranjo das caudas citosolicas dos recep¬ 
tores, que recrutam um grande numero 
de proteinas sinalizadoras intracelulares, 
resultando na ativagao de uma proteina- 
-cinase que fosforila e ativa uma kB-ci- 
nase-cinase (IKK). IKK e um heterotrimero 
formado por duas subunidades cinase 
(IKKa e IKKp) e uma subunidade regula- 
dora chamada de NEMO. A IKKfJ fosforila 
duas serinas de IkB, marcando a proteina 
para ser ubiquitinada e degradada nos 
proteassomos. A NFkB livre e translocada 
para o nucleo onde, em colaboragao com 
proteinas coativadoras, estimula a transcri¬ 
gao dos seus genes-alvo. 


TNF-a 



♦ 



\ 

TRANSCRigAO DOS 
GENES-ALVO DE NFkB 


-se com alta afinidade aos dimeros e os mantem inativos no citoplasma das celulas 
nao estimuladas. Existem tres proteinas IkB principals em mamiferos (IKBa, p e s), e 
os sinais que liberam os dimeros de NFkB o fazem porque desencadeiam uma via de 
sinalizagao que promove a fosforilagao, a ubiquitinagao e a posterior degradagao das 
proteinas IkB (Figura 15-62). 

Entre os genes ativados pela NFkB liberada esta o que codifica IkBql Essa ativa¬ 
gao leva a uma sintese aumentada da proteina IKBa, que se liga a NFkB inativando- 
-a, criando assim um ciclo de retroalimentagao negativa (Figura 15-63A). Os expe- 
rimentos com respostas induzidas por TNF-a, assim como estudos de modelagem 
computacional das respostas, indicam que a retroalimentagao negativa produz dois 
tipos de respostas a NFkB, dependendo da duragao do estimulo por TNF-a; mais im- 
portante, os dois tipos de respostas induzem padroes diferentes de expressao genica 
(Figura 15-63B, C e D). A retroalimentagao negativa por meio de IKBa e requerida em 
ambos os tipos de resposta: em celulas deficientes em IKBa, mesmo uma exposigao 
curta ao TNF-a induz uma ativagao de NFkB sustentada, sem oscilagoes, e todos os 
seus genes-alvo sao ativados. 

Ate agora, focamos nos mecanismos pelos quais as moleculas de sinalizagao extra- 
celular usam receptores de superficie celular para iniciar mudangas na expressao genica. 
Vamos agora apresentar uma classe de sinais extracelulares que desviam totalmente da 
membrana plasmatica e controlam, da maneira mais direta possivel, as proteinas regula- 
doras de transcrigao no interior da celula. 


Os receptores nucleares sao reguladores de transcrigao 
modulados por ligantes 

Varias moleculas de sinalizagao pequenas e hidrofobicas se difundem atraves da mem¬ 
brana plasmatica das celulas-alvo e se ligam a receptores intracelulares que sao regula¬ 
dores de transcrigao. Entre essas moleculas estao os hormonios esteroides, os hormo- 
nios tireoides, os retinois e a vitamina D. Embora essas moleculas sejam muito diferentes 
entre si tanto em estrutura quimica (Figura 15-64) como em fungao, seu mecanismo 
de agao e similar. Elas se ligam as suas respectivas proteinas receptoras intracelulares e 
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Figura 15-63 A retroalimentagao negativa na via de sinalizagao de NFkB induz oscilagoes na ativagao 
da proteina NFkB. (A) 0 esquema mostra como NFkB ativada estimula a transcrigao de kBa, cujo produto 
proteico atua, retroativamente, no sequestra e inibigao de NFkB no citoplasma; se o estfmulo for persistente, as 
novas moleculas de kBa sintetizadas serao ubiquitinadas e degradadas, liberando NFkB ativa novamente, que 
podera retornar ao nucleo e ativar a transcrigao (ver Figura 15-62). (B) Uma exposigao curta a TNF-a produz um 
unico pulso curto de ativagao de NFkB, comegando em minutos e terminando em 1 hora. Essa resposta induz a 
transcrigao do gene A, mas nao do gene B. (C) Uma exposigao a TNFa, mantida durante o periodo de 6 horas do 
experimento, produz oscilagoes na ativagao de NFkB que se extinguem ao longo do tempo. Essa resposta induz 
a transcrigao de ambos os genes; o gene B e induzido somente apos varias horas, indicando que sua transcrigao 
requer ativagao prolongada de NFkB, por razoes ainda desconhecidas. (D) Estas micrografias de fluorescencia 
confocal em intervals de tempo, obtidas em um outro experimento de estimulagao de TNF-a, mostram as os¬ 
cilagoes de NFkB em uma celula em cultura, como indica o seu movimento periodico para dentro do nucleo (N) 
de uma proteina de fusao composta por NFkB mais uma proteina vermelha fluorescente. Na celula mostrada no 
centra da micrografia, NFkB esta ativa e dentro do nucleo, nos tempos de 6, 60, 210, 380 e 480 minutos, mas 
esta exclusivamente no citoplasma nos tempos de 0, 120, 300, 410 e 510 minutos. (A-C, baseado em dados de 
A. Hoffmann et al., Science 298:1241-1245, 2002, e adaptado de A.Y. Ting e D. Endy, Science 298:1189-1190, 
2002; D, oriundo de D.E. Nelson et al., Science 306:704-708, 2004. Todos com permissao de AAAS.) 


alteram a capacidade delas de controlar a transcrigao de genes especificos. Assim, essas 
protemas servem, ao mesmo tempo, como receptores e efetores intracelulares do sinal. 

Os receptores sao estruturalmente semelhantes, fazendo parte de uma superfami- 
lia de receptores nucleares. Muitos membros da familia tern sido identificados somente 
por sequenciamento de DNA, e seus ligantes ainda nao sao conhecidos; eles sao por isso 
denominados receptores nucleares orfaos e constituem uma grande fragao dos receptores 
nucleares codificada no genoma de humanos, Drosophila, e do nematodeo C. elegans. 
Alguns receptores nucleares de mamiferos sao regulados por metabolitos intracelulares 
e nao por moleculas de sinalizagao secretadas; os receptores ativados pela proliferagao de 
peroxissomos (PPARs; do ingles, peroxisome proliferation-activated receptors ), por exem- 
plo, ligam-se a metabolitos lipidicos intracelulares e regulam a transcrigao dos genes en- 
volvidos com o metabolismo dos lipideos e com a diferenciagao de celulas adiposas. E 
provavel que os receptores nucleares de hormonios tenham evoluido desses receptores 
de metabolitos, o que explicaria sua localizagao intracelular. 

Os hormonios esteroides - que incluem o cortisol, os hormonios sexuais esteroi- 
des, a vitamina D (nos vertebrados) e a ecdisona, ou hormonio da muda (nos insetos) - 
sao derivados do colesterol. O cortisol e produzido no cortex das glandulas suprarrenais 
e influencia o metabolismo de muitos tipos de celulas. Os hormonios sexuais esteroides 
sao sintetizados nos testiculos e nos ovarios e sao responsaveis pelas caracteristicas se¬ 
xuais secundarias que distinguem machos de femeas. A vitamina D e sintetizada na pele 
em resposta a luz solar; apos ser convertida em sua forma ativa no figado e nos rins, ela 
regula o metabolismo do Ca 2+ , promovendo sua captagao pelo intestino e reduzindo sua 
excregao pelos rins. Os hormonios da tireoide, produzidos a partir do aminoacido tiro- 
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Figura 15-64 Algumas moleculas de 
sinalizacao que se ligam a receptores 
intracelulares. Observe que todas elas 
sao pequenas e hidrofobicas. A vitamina 
D 3 esta representada em sua forma ativa 
hidroxilada. 0 estradiol e a testosterona 
sao hormonios sexuais esteroides. 


sina, atuam aumentando a taxa metabolica de uma ampla variedade de tipos celulares, 
enquanto os retinoides, como o acido retinoico, sao produzidos a partir da vitamina A 
e tern papel importante como mediadores locais no desenvolvimento dos vertebrados. 
Embora todas essas moleculas de sinalizagao sejam relativamente insoluveis em agua, 
sao transportadas na corrente sangumea e em outros fluidos extracelulares, ligadas a 
protemas carreadoras que as tornam soluveis e das quais se dissociam antes de entrar 
nas celulas-alvo (ver Figura 15-3B). 

Os receptores nucleares se ligam a sequencias especificas de DNA adjacentes aos 
genes regulados pelo ligante. Alguns deles, como os do cortisol, localizam-se inicialmen- 
te no citosol e entram no nucleo somente apos a interagao com o ligante; outros, como os 
receptores do hormonio tireoideo ou do retinol, ligam-se ao DNA no rnicleo, mesmo na 
ausencia do ligante. Em ambos os casos, o receptor inativo esta ligado a complexos pro- 
teicos inibidores. A interagao com o ligante altera a conformagao do receptor, causando 
a dissociagao do complexo inibidor e a ligagao do receptor a protemas coativadoras que 
estimulam a transcrigao genica (Figura 15-65). Em outros casos, contudo, a interagao 
do ligante com um receptor nuclear inibe a transcrigao: alguns receptores dos hormo¬ 
nios tireoideos, por exemplo, atuam como ativadores de transcrigao na ausencia de seus 
hormonios e tornam-se repressores da transcrigao quando os hormonios estao ligados 
a eles. 

Ate agora, focamos no controle da expressao genica por moleculas de sinalizagao 
extracelular produzidas por outras celulas. Estudaremos agora a regulagao genica por 
um sinal ambiental mais global: o ciclo de luz e escuridao que resulta do movimento de 
rotagao da Terra. 


Os relogios circadianos contem ciclos de retroalimentagao 
negativa que controlam a expressao genica 

A vida na Terra evoluiu na presenga de um ciclo de dia e noite, e muitos dos organis- 
mos atuais (desde arqueobacterias a plantas e humanos) apresentam um ritmo interno 
que dita diferentes comportamentos, em diferentes momentos do dia. Esses comporta- 
mentos podem variar de uma mudanga metabolica ciclica nas atividades metabolicas 
de uma bacteria aos elaborados ciclos de dormir-acordar dos humanos. Os osciladores 
internos que controlam tais ritmos diurnos sao chamados de relogios circadianos. 

Ter um relogio circadiano permite a um organismo antecipar as alteragoes regu¬ 
lars diarias no seu ambiente e realizar as agoes apropriadas de forma antecipada. E 
obvio que o relogio interno nao pode ser perfeitamente acurado; ele deve ser capaz de 
ser readequado por informagoes externas, como a luz do dia. Dessa forma, os relogios 
circadianos continuam funcionando mesmo quando as informagoes do ambiente (mu- 
dangas entre luz e escuridao) sao removidas, mas o periodo desse ritmo de trabalho livre 
geralmente e um pouco menor ou maior do que 24 horas. Os sinais externos, indicando 
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a hora do dia, promovem pequenos ajustes no funcionamento do relogio, de maneira a 
manter o organismo em sincronia com o seu ambiente. Com mudangas mais drasticas, 
os ciclos circadianos tornam-se gradualmente reprogramados por um novo ciclo de luz 
e escuridao, como qualquer um que tenha experimentado uma rapida troca de fuso ho- 
rario pode atestar. 

Poderiamos supor que o relogio circadiano seria um mecanismo multicelular 
complexo, com diferentes grupos de celulas responsaveis por diferentes partes do meca¬ 
nismo de oscilagao. E surpreendente, entretanto, que, na maioria dos organismos mul- 
ticelulares, incluindo os humanos, os marcadores de tempo sejam celulas individuais. 
Assim, um relogio que opera em cada membro de um grupo especializado de celulas 
do cerebro (as celulas SCN do rnicleo supraquiasmatico do hipotalamo; do ingles, SCN, 
suprachiamatic nucleus) controla nossos ciclos diurnos de dormir e acordar, da tempera - 
tura corporal e da liberagao de hormonios. Mesmo que essas celulas sejam removidas do 
cerebro e colocadas em um meio de cultura, elas continuam a oscilar individualmente, 
mostrando um padrao ciclico de expressao genica com um periodo de aproximadamen- 
te 24 horas. No corpo intacto, as celulas SCN recebem informagoes neuronais da reti¬ 
na, direcionando-as ao ciclo de luz e escuridao; elas tambem mandam informagoes a 
respeito da hora do dia para outra area do cerebro, a glandula pineal, que retransmite 
o sinal temporal para o resto do corpo pela liberagao do hormonio melatonina em con- 
comitancia com o relogio. 

Embora as celulas do sistema nervoso central tenham um papel decisivo como cro- 
nometros nos maimferos, quase todas as outras celulas do corpo possuem um ritmo cir¬ 
cadiano interno com a capacidade de se reprogramar em resposta a luz. De modo seme- 
lhante, na Drosophila, muitos tipos diferentes de celulas possuem um relogio circadiano 
similar, que continua funcionando mesmo quando e removido do restante do corpo da 
mosca e pode ser reprogramado pela exposigao a ciclos externos de luz e escuridao. 

O funcionamento dos relogios circadianos e, dessa forma, um problema funda¬ 
mental na biologia celular. Embora ainda nao conhegamos todos os detalhes, os estudos 
em uma ampla variedade de organismos revelaram principios basicos e dos componen- 
tes moleculares. O principio-chave e o de que os relogios circadianos geralmente de- 
pendem de ciclos de retroalimentagao negativa. Conforme discutido anteriormente, as 
oscilagoes na atividade de uma protema de sinalizagao intracelular podem ocorrer se 
essa protema inibir sua propria atividade com um longo retardo (ver Figura 15-18C e D). 
Na Drosophila e em muitos outros animais, incluindo humanos, o principal componen- 
te do relogio circadiano e um ciclo de retroalimentagao negativa com retardo, baseado 


Figura 15-65 A ativagao dos recepto- 
res nucleares. Todos os receptores nucle- 
ares se ligam ao DNA na forma de homo- 
dfmeros ou de heterodfmeros, mas, para 
simplificar, estao representados como mo- 
nomeros. (A) Todos os receptores possuem 
uma estrutura relacionada, que inclui tres 
domfnios principals, como mostrado. Um 
receptor no seu estado inativo ligado a 
protefnas inibidoras. (B) A interagao do 
ligante com o receptor provoca o fecha- 
mento do domfnio de ligagao do receptor 
ao redor do ligante, como uma pinga, 
provocando, tambem, a dissociagao das 
protefnas inibidoras e a ligagao das protef- 
nas coativadoras ao domfnio de ativagao 
da transcrigao no receptor, aumentando, 
assim, a transcrigao genica. Em outros ca- 
sos, a interagao com o ligante tern o efeito 
oposto, causando a ligagao de protefnas 
correpressoras ao receptor, reduzindo a 
transcrigao (nao mostrado). (C) A estrutura 
do domfnio de interagao com o ligante no 
receptor do acido retinoico esta mostrado 
na ausencia (a esquerda) e na presenga (no 
centro) do ligante (mostrado em verme- 
Iho). Quando o ligante interage, a a-helice 
azul atua como uma tampa que se fecha 
repentinamente, prendendo o ligante 
no lugar. A mudanga na conformagao 
do receptor pela interagao com o ligante 
tambem cria um sftio de ligagao para uma 
a-helice pequena ( laranja) da superffcie 
das protefnas coativadoras (Codigos PDB: 

1 LBD, 2ZYO e 2ZXZ.) 
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Figura 15-66 Esbogo do mecanismo 
do relogio circadiano nas celulas de 
Drosophila. A caracteristica central do 
relogio e a acumulagao periodica e a 
degradagao de duas protefnas de regula- 
gao de transcrigao, Tim (abreviatura para 
eterno [timeless], com base no fenotipo de 
uma mutagao genica) e Per (abreviatura 
para periodo). Os mRNAs que codificam 
essas protefnas aumentam gradualmente 
durante o dia e sao traduzidos no citosol, 
onde as duas protefnas se associam para 
formar um heterodfmero. Apos urn tempo 
de retardo, o heterodfmero se dissocia e 
Tim e Per sao transportadas para o nucleo, 
onde Per reprime os genes Tim e Per, 
resultando em retroalimentagao negati- 
va que causa a queda dos nfveis destas 
protefnas. Alem dessa retroalimentagao na 
transcrigao, o relogio depende de varias 
outras protefnas. Por exemplo, a degrada¬ 
gao controlada de Per, indicada no diagra- 
ma, impoe retardos na acumulagao de Tim 
e Per, as quais sao fundamentais para o 
funcionamento do relogio. As etapas nas 
quais os retardos especfficos sao impostos 
estao mostradas em vermelho. 

0 ajuste (ou a reprogramagao) do 
relogio ocorre em resposta a novos ciclos 
de luz-escuridao. Embora a maioria das 
celulas de Drosophila nao possua fotor- 
receptores verdadeiros, a luz e sentida 
por flavoprotefnas intracelulares, tambem 
chamadas de criptocromos. Na presenga 
de luz, essas protefnas associam-se a 
protefna Tim e induzem a sua degradagao, 
reprogramando, dessa maneira, o relo¬ 
gio. (Adaptada de J.C. Dunlap, Science 
311:184-186, 2006.) 



nos reguladores de transcrigao: o acumulo de determinados produtos genicos inativa a 
transcrigao de seus proprios genes, mas com um retardo, de forma que a celula oscila 
entre um estado no qual os produtos estao presentes e a transcrigao e inativada, e um em 
que os produtos estao ausentes e a transcrigao ocorre (Figura 15-66). A retroalimenta¬ 
gao negativa fundamental ao ritmo circadiano nao deve estar baseada nos reguladores 
de transcrigao. Em alguns tipos celulares, o relogio circadiano e constitufdo por protef- 
nas que controlam suas proprias atividades por meio de mecanismos de pos-tradugao, 
conforme discutiremos a seguir. 

Tres protefnas em um tubo de ensaio podem reconstituir um 
relogio circadiano de cianobacterias 

O relogio circadiano mais bem conhecido e encontrado na cianobacteria fotossintetica 
Synechococcus elongatus. O oscilador central desse organismo e notavelmente simples, 
sendo composto por tres protefnas - KaiA, KaiB, e KaiC. O elemento central e a KaiC, 
uma enzima multifunctional que catalisa sua propria fosforilagao e desfosforilagao, em 
um ciclo de 24 horas: ela se autofosforila gradual e sequencialmente em dois sftios du¬ 
rante o dia e se desfosforila durante a noite. Essa cronometragem depende de intera- 
goes com as outras duas protefnas Kai: KaiA se liga a KaiC nao fosforilada e estimula a 
autofosforilagao de KaiC, primeiro em um sftio e, depois de algum tempo, no outro. A 
segunda fosforilagao promove as ligagoes da terceira protefna, KaiB, a qual bloqueia o 
efeito estimulador de KaiA e, dessa forma, permite a autodesfosforilagao de KaiC. Esse 
relogio depende de um ciclo de retroalimentagao negativa: KaiC conduz a sua propria 
fosforilagao ate que, depois de algum tempo, ela recruta um inibidor, KaiB, que estimula 
a autodesfosforilagao de KaiC. Surpreendentemente, quando as tres protefnas Kai sao 
purificadas e incubadas em um tubo de ensaio contendo ATP, ocorrem a fosforilagao e a 
desfosforilagao de KaiC em um ritmo aproximado de 24 horas, por um periodo de varios 
dias (Figura 15-67). 

As oscilagoes circadianas na fosforilagao de KaiC leva a ritmos paralelos na expres- 
sao de um grande numero de genes envolvidos no controle das atividades metabolicas 
e na divisao celular (ver Figura 15-67). Como resultado, muitos aspectos do comporta- 
mento celular estao sincronizados com o ciclo circadiano. 

Mesmo em escuridao contfnua, as cianobacterias geram oscilagoes de livre curso 
da fosforilagao de KaiC com perfodos aproximados de 24 horas. Como em outros relo- 
gios circadianos, o das cianobacterias e conduzido pelo ciclo ambiental de luz e escuri¬ 
dao. Cogita-se que a luz afete de forma indireta o relogio circadiano: as atividades das 
protefnas Kai sao influenciadas por mudangas no potencial redox intracelular, as quais 
ocorrem como resultado da atividade fotossintetica aumentada durante o dia. 
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Resumo 

Algumas vias de sinalizagao importantes no desenvolvimento animal dependem de pro¬ 
teolise para controlar a atividade e a localizagao de proteinas reguladoras de transcri- 
gao latentes. Os receptores Notch pertencem a esse tipo de proteinas e sao ativados por 
proteolise, apos a ligagao de Delta de outra celula; a cauda citosolica liberada migra 
para o nucleo, onde estimula a transcrigao de genes de resposta a Notch. Na via de sina- 
lizagao Wnt/fi-catenina, ao contrario, a proteolise da proteina reguladora de transcrigao 
p-catenina e inibida quando as proteinas Wnt secretadas se ligam as proteinas receptor as 
Frizzled e LRP; como resultado, a p-catenina se acumula no nucleo e ativa a transcrigao 
dos genes-alvo de Wnt. 

A sinalizagao pela proteina Hedgehog em moscas funciona de forma semelhante a 
de Wnt. Na ausencia do sinal', o regulador de transcrigao citoplasmatico bifuncional Ci e 
processado proteoliticamente, formando um repressor de transcrigao que mantem repri- 
midos os genes-alvo de Hedgehog. A ligagao de Hedgehog aos seus receptores (Patched e 
iHog) inibe o processamento proteolitico de Ci; como resultado, a proteina Ci intacta se 
acumula no nucleo e ativa a transcrigao dos genes que respondem a Hedgehog. Na sina- 
lizagao por Notch, Wnt e Hedgehog, o sinal extracelular desencadeia a troca de repressao 
para ativagao da transcrigao. 

A sinalizagao por meio do regulador latente de transcrigao NFkB tambem depen- 
de de proteolise. Essa proteina normalmente e mantida inativa, no citoplasma, por pro¬ 
teinas inibidoras IkB. Uma grande variedade de estimulos extracelulares, entre os quais 
as citocinas pro-inflamatorias, inicia uma cascata de fosforilagao e ubiquitinagao de 
IkB, marcando-a para degradagao; isso permite a translocagao de NFkB para o nucleo 
e a ativagao da transcrigao dos seus genes-alvo. NFkB tambem ativa a transcrigao dos 
genes que codificam IkBol, criando um ciclo de retroalimentagao negativa, o que pode 
produzir, com a sinalizagao extracelular sustentada, oscilagoes prolongadas na ativida¬ 
de de NFkB. 


Figura 15-67 O oscilador circadiano 
central em cianobacterias. (A) KaiC e 
uma combinagao de cinase e fosfatase 
que se autofosforila e autodesfosforila 
em dois sftios adjacentes. Na ausencia de 
outras proteinas, a atividade de fosfatase 
e dominante, e a proteina geralmente nao 
esta fosforilada. A ligagao de KaiA a KaiC 
suprime a atividade de fosfatase e promo¬ 
ve a de cinase, levando a fosforilagao de 
KaiC, primeiro no sftio 1 e depois no sftio 
2, resultando na KaiC bifosforilada. Esta, 
entao, se autodesfosforila lentamente no 
sftio 1, mesmo na presenga de KaiA, de 
forma que KaiC permanece fosforilada 
somente no sftio 2. Esta forma da protefna 
interage com KaiB, que bloqueia os efeitos 
estimuladores de KaiA, reduzindo, assim, a 
taxa de fosforilagao de KaiC, e permitindo 
que ocorra a desfosforilagao. A quantida- 
de de KaiC bifosforilada aumenta durante 
o dia e mostra um pico ao anoitecer. Ela 
ativa outras proteinas que fosforilam um 
regulador de transcrigao (RpaA), o qual 
estimula a expressao de alguns genes (os 
genes dusk que mostram um pico no infcio 
da noite) e inibe a expressao de outros ge¬ 
nes (os genes dawn que mostram um pico 
pela manha). Quando a desfosforilagao de 
KaiC ocorre gradualmente durante a noi¬ 
te, esses efeitos sao revertidos: os genes 
dusk sao inativados e os genes dawn sao 
ativados. 

(B) Neste experimento, as tres protei¬ 
nas Kai foram purificadas e misturadas em 
um tubo de ensaio com ATP (que e neces- 
sario para a atividade da KaiC-cinase). A 
cada 2 horas durante tres dias, a protefna 
KaiC foi analisada por eletroforese em gel 
de poliacrilamida, no qual a forma fosfo¬ 
rilada da protefna migra mais lentamente 
(,banda superior, P-KaiC) do que a forma 
nao fosforilada (banda inferior, NP-KaiC). 
As tres diferentes formas fosforiladas da 
KaiC nao sao distingufveis por esse meto- 
do. A fosforilagao da KaiC oscila dentro de 
um perfodo aproximado de 24 horas. (C) A 
quantidade de KaiC fosforilada e desfosfo- 
rilada do experimento B esta representada 
neste grafico, bem como a quantidade 
total de protefna. (B e C sao dados de M. 
Nakajima et al., Science 308:414-415, 
2005. Com permissao de AAAS.) 
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Algumas moleculas de sinalizagao pequenas e hidrofobicas, como os hormdnios es¬ 
ter o ides e tireoideos, difundem-se atraves da membrana plasmatica da celula-alvo e ati- 
vam proteinas receptoras intracelulares que regulam diretamente a transcrigao de genes 
especificos. 

Em muitos tipos celulares, a expressao genica e regulada por reldgios circadianos, 
nos quais uma retroalimentagao negativa com retardo produz oscilagdes de 24 boras na 
atividade dos reguladores de transcrigao, antecipando as necessidades de mudanga du¬ 
rante o dia e a noite. 


SINAUZACAO EM PLANTAS 

Nas plantas, como nos animais, as celulas estao em constante comunicagao umas com 
as outras. As celulas vegetais se comunicam para coordenar suas atividades em resposta 
a mudangas nas condigoes de luz, de escuridao e de temperatura que orientam o ciclo 
de crescimento, de florescimento e de frutificagao. Elas tambem se comunicam para co¬ 
ordenar o que acontece em suas raizes, seus ramos e suas folhas. Nesta segao final, con- 
sideraremos como as celulas vegetais sinalizam umas para as outras e como respondem 
a luz. Sabe-se pouco sobre os receptores e os mecanismos de sinalizagao intracelular 
envolvidos na comunicagao celular em plantas, e nos concentraremos nos aspectos que 
os diferenciam daqueles utilizados pelos animais. 


Figura 15-68 Divergencia proposta 
para as linhagens animais e vegetais 
a partir de um ancestral eucarioto 
unicelular comum. Apos a divergencia, 
a linhagem vegetal adquiriu cloroplastos. 
Ambas as linhagens originaram, indepen- 
dentemente, organismos multicelulares 
- plantas e animais. (As imagens a direita 
sao cortesia de John Innes Foundation.) 


A multicelularidade e a comunicagao celular evoluiram de modo 
independente em plantas e animais 

Embora as plantas e os animais sejam eucariotos, eles evoluiram separadamente por 
mais de 1 bilhao de anos. Seu ultimo ancestral comum foi um eucarioto unicelular que 
possuia mitocondrias, mas nao cloroplastos. A linhagem vegetal adquiriu cloroplastos 
depois que as plantas e os animais divergiram. Os primeiros fosseis de animais e de 
plantas multicelulares datam de aproximadamente 600 milhoes de anos. Assim, parece 
que a multicelularidade nas plantas e nos animais evoluiu de forma independente en- 
tre 1,6 e 0,6 bilhao de anos atras, cada um a partir de um eucarioto unicelular diferente 
(Figura 15-68). 

Se a multicelularidade evoluiu de forma independente nas plantas e nos animais, 
as moleculas e os mecanismos usados para a comunicagao tambem devem ter evolui- 
do separadamente, e espera-se que sejam diferentes. Contudo, deve haver algum grau 
de semelhanga, ja que os genes das plantas e dos animais divergiram a partir daqueles 
existentes no ultimo ancestral unicelular comum a ambos. Assim, enquanto o oxido m- 
trico, o GMP ciclico, o Ca 2+ e as GTPases da familia Rho sao amplamente utilizados para 
sinalizagao tanto nas plantas como nos animais, nao existem homologos para a familia 
dos receptores nucleares Ras, JAK, STAT, TGFp, Notch, Wnt ou Hedgehog codificados 
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pelo genoma completamente sequenciado da pequena planta Arabidopsis thaliana. Da 
mesma forma, as plantas nao usam o cAMP na sinalizagao intracelular. Nao obstante, 
as estrategias gerais basicas da sinalizagao sao, com frequencia, muito semelhantes em 
animais e em plantas. Por exemplo, os receptores de superficie acoplados a enzimas sao 
utilizados por ambos, como veremos a seguir. 

A classe dos receptores serina-treonina-cinase e a maior entre os 
receptores de superficie celular nas plantas 

A maioria dos receptores de superficie celular em plantas estao acoplados a enzimas. Con- 
tudo, enquanto nos animais a maior classe de receptores acoplados a enzimas e a dos RTKs, 
esse tipo de receptor e extremamente raro em plantas. As plantas utilizam uma grande 
diversidade de receptores serina-treonina-cinase transmembrana, os quais possuem um 
dominio citoplasmatico tipico de serina-treonina-cinase e um dominio extracelular de 
interagao com o ligante. Os tipos mais numerosos desses receptores possuem um arranjo 
extracelular em sequencia de estruturas repetidas ricas em leucina e por isso sao chamados 
de cinases receptoras com repetigoes ricas em leucina (LRR, de leucine-rich repeat ). 

O genoma de Arabidopsis possui cerca de 175 genes para os receptores LRR. Estes 
incluem uma proteina chamada Bril, que faz parte de um receptor de superficie celular 
para hormonio esteroide. As plantas sintetizam uma classe de esteroides chamados de 
brassinosteroides, porque foram identificados originalmente na familia Brassicaceae, 
da qual a Arabidopsis e um representante. Essas moleculas de sinalizagao regulam o 
crescimento e a diferenciagao da planta por todo o seu ciclo de vida. A ligagao de um 
brassinosteroide a um receptor Bril na superficie celular inicia uma cascata de sinali¬ 
zagao intracelular que usa uma cinase GSK3 e uma fosfatase para regular a fosforilagao 
e a desfosforilagao de proteinas reguladoras de transcrigao especificas no nucleo, regu- 
lando, dessa forma, a transcrigao genica especifica. As plantas mutantes deficientes no 
receptor Bril sao insensiveis aos brassinosteroides e por isso sao anas. 

Os receptores LRR sao apenas uma das muitas classes de receptores serinas-treo- 
ninas cinase transmembrana em plantas. Existem, pelo menos, mais seis familias, cada 
uma com seu proprio conjunto de dominios extracelulares. Os receptores de lectinas, 
por exemplo, possuem dominios extracelulares que interagem com moleculas de sina¬ 
lizagao do tipo carboidrato. O genoma de Arabidopsis codifica mais de 300 receptores 
serina-treonina-cinase, sendo essa a maior familia de receptores conhecida em plantas. 
Muitos desses receptores estao envolvidos em respostas de defesa contra patogenos. 

0 etileno bloqueia a degradagao de proteinas especificas 
reguladoras de transcrigao no nucleo 

Varios reguladores de crescimento em plantas (tambem chamados de hormonios 
vegetais) auxiliam na coordenagao do desenvolvimento das plantas. Entre eles estao o 
etileno , a auxina, as citocinas, as giberelinas e o acido absdsico, bem como os brassinos¬ 
teroides. Todos os reguladores de crescimento sao moleculas pequenas produzidas pela 
maioria das celulas vegetais. Todos se difundem facilmente atraves da parede celular, 
podendo agir localmente ou serem transportados para agir sobre celulas mais distantes. 
Cada regulador de crescimento pode ter multiplos efeitos. O efeito especifico depende 
das condigoes ambientais, do estado nutricional da planta, da capacidade de resposta da 
celula-alvo e da atuagao de outros reguladores de crescimento. 

O etileno e um exemplo importante. Essa pequena molecula gasosa 
(Figura 15-69A) influencia o desenvolvimento da planta de varias maneiras; ela pode, 
por exemplo, promover a maturagao dos frutos, a queda das folhas e a senescencia. Ela 
tambem atua como um sinal de estresse em resposta a dano, a infecgao, a inundagao, etc. 
Quando o broto de uma plantula em germinagao, por exemplo, encontra um obstaculo, 
o etileno promove uma resposta complexa que permite que a plantula contorne o obsta¬ 
culo (Figura 15-69B e C). 

As plantas possuem varios receptores para o etileno, com estrutura semelhante e 
localizados no RE. Esses receptores sao proteinas transmembrana dimericas com um do- 
minio de ligagao ao etileno contendo um atomo de cobre, e um dominio que interage 
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Figura 15-69 Resposta tripla, mediada 
pelo etileno, que acontece quando o 
caule de uma plantula recem-germina- 
da encontra um obstaculo no solo. 

(A) Estrutura do etileno. (B) Na ausencia 
de obstaculos, a raiz cresce para cima e 
e longa e fina. (C) Se a raiz encontrar um 
obstaculo, como um cascalho no solo, a 
plantula responde ao encontro de tres for¬ 
mas. Primeiro, o caule torna-se espessado, 
o que permite que exerga mais forga sobre 
o obstaculo. Em segundo lugar, a plantula 
protege a ponta do caule (parte superior), 
aumentando a curvatura de uma estrutura 
especializada em forma de gancho. Em 
terceiro lugar, ela reduz a tendencia do 
caule de crescer contra a gravidade, para 
evitar o obstaculo. (Cortesia de Melanie 
Webb.) 
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com uma proteina citoplasmatica chamada de CTR1, cuja sequencia esta intimamente 
relacionada com a MAP-cinase-cinase-cinase Raf, discutida anteriormente (ver Figu- 
ra 15-49). Surpreendentemente, os receptores nao ligados e que sao ativos e mantem a 
CRT1 ativa. Por um mecanismo de sinalizagao desconhecido, a CRT1 ativa estimula a 
ubiquitinagao e a degradagao nos proteossomos de um regulador de transcrigao nuclear 
chamado de EIN3, requerido para a transcrigao dos genes de resposta ao etileno. Dessa 
forma, os receptores nao ligados, porem ativos, mantem esses genes inativados. A ligagao 
do etileno inativa os receptores, alterando sua conformagao de forma que eles nao ativam 
mais a CTR1. A proteina EIN3 nao e mais ubiquitinada e degradada e pode, agora, ativar a 
transcrigao de um grande numero de genes de resposta ao etileno (Figura 15-70). 

A distribuigao controlada dos transportadores de auxina afeta o 
crescimento das plantas 

O hormonio vegetal auxina, que corresponde ao acido 3-indolacetico (Figura 15-71A), 
liga-se a proteinas receptoras no micleo. Ele ajuda as plantas a crescerem para cima e 
na diregao da luz, em vez de ramificarem, e garante o crescimento das raizes para baixo. 
Ele tambem regula a iniciagao e o posicionamento dos orgaos, alem de ajudar na flora- 
gao e na produgao de frutos. A semelhanga do etileno (e de algumas das moleculas de 
sinalizagao dos animais que foram descritas neste capitulo), a auxina influencia a ex- 
pressao genica pelo controle da degradagao dos reguladores de transcrigao. Ela atua na 
estimulagao da ubiquitinagao e na degradagao de proteinas repressoras que bloqueiam 
a transcrigao de genes-alvo da auxina em celulas nao estimuladas (Figura 15-71B e C). 

A auxina e unica na maneira como e transportada. Ao contrario dos hormonios 
animais, que em geral sao secretados por um orgao endocrino especifico e transportados 
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Figura 15-70 A via de sinalizagao do etileno. (A) Na ausencia de etileno, os receptores e CTR1 estao ativos, 
causando a ubiquitinagao e destruigao de EIN3, a proteina reguladora de transcrigao no nucleo que e respon- 
savel pela transcrigao dos genes de resposta ao etileno (B) A ligagao do etileno inativa os receptores e destroi a 
ativagao de CTR1. A proteina EIN3 nao e degradada e, portanto, ativa a transcrigao dos genes de resposta ao 
etileno. 
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Figura 15-71 Via de sinalizagao da auxina. (A) Estrutura da auxina, 
acido 3-indolacetico. (B) Na ausencia de auxina, uma proteina repressora 
de transcrigao (chamada de Aux/IAA) se liga a uma proteina reguladora de 
transcrigao (chamada de fator de resposta a auxina, ARF; do ingles, auxin- 
-response factor) e a inibe, o que e necessario para a transcrigao dos genes 
de resposta a auxina. (C) As proteinas receptoras de auxina estao localiza- 
das principalmente no nucleo e fazem parte dos complexos de ubiquitina- 
-ligase (nao mostrado). Uma vez ativado pela ligagao da auxina, o complexo 
receptor-auxina recruta o complexo ubiquitina-ligase, que ubiquitina as 
proteinas Aux/IAA, marcando-as para degradagao nos proteassomos. 

A proteina ARF agora esta livre para ativar a transcrigao dos genes de 
resposta a auxina. Existem muitas proteinas ARF, Aux/IAA e receptores de 
auxina que atuam conforme mostra a figura. 
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pelo sistema circulatorio para as celulas-alvo, a auxina tem seu proprio sistema de trans¬ 
pose. As proteinas transportadoras de influxo e as proteinas transportadoras de efluxo 
especificas ligadas a membrana plasmatica movem a auxina, respectivamente, para den- 
tro e para fora das celulas vegetais. Os transportadores de efluxo podem ser distribuidos 
assimetricamente na membrana plasmatica para direcionar o efluxo da auxina. Uma fi- 
leira de celulas com seus transportadores de efluxo confinados na membrana basal, por 
exemplo, transportara auxina do topo da planta para a base. 

Em algumas regioes da planta, a localizagao dos transportadores de auxina e, por- 
tanto, a diregao do fluxo do hormonio sao altamente dinamicas e reguladas. Uma celula 
pode redistribuir rapidamente os transportadores pelo controle do trafego das vesiculas 
que os contem. Os transportadores de efluxo, por exemplo, normalmente variam sua lo¬ 
calizagao entre as vesiculas intracelulares e a membrana plasmatica. Uma celula pode 
redistribuir esses transportadores na sua superficie, pela inibigao da sua endocitose em 
um dominio da membrana plasmatica, fazendo com que se acumulem nesse local. Um 
exemplo acontece na raiz, onde a gravidade influencia a diregao do crescimento. Os 
transportadores de efluxo normalmente sao distribuidos de forma simetrica nas celulas 
da extremidade da raiz. No entanto, passados alguns minutos apos uma mudanga de 
diregao do vetor de gravidade, os transportadores de efluxo se redistribuem para um dos 
lados das celulas, e a auxina e bombeada para fora na diregao da raiz que esta voltada 
para baixo. Uma vez que a auxina inibe o alongamento da celula da raiz, esta redistribui- 
gao do transporte do hormonio causa a reorientagao da ponta da raiz, de forma que ela 
cresce de novo voltada para baixo (Figura 15-72). 

Os fitocromos detectam a luz vermelha e os criptocromos 
detectam a luz azul 

O desenvolvimento das plantas e bastante influenciado pelas condigoes ambientais. Ao 
contrario dos animais, as plantas nao podem mudar de ambiente quando as condigoes 
se tornam desfavoraveis; elas tem que se adaptar ou morrem. A influencia ambiental 
mais importante e a luz, que e a fonte de energia das plantas e tem o papel mais im- 
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Figura 15-72 Transporte de auxina e gravitropismo da raiz. (A-C) As raizes respondem a uma mudanga 
de 90° na orientagao gravitacional e ajustam sua diregao de crescimento de forma que voltam a crescer na 
diregao descendente. As celulas que respondem a gravidade estao no centro da extremidade da raiz, enquanto 
as celulas epidermicas localizadas mais internamente (no lado inferior) reduzem sua taxa de alongamento para 
restaurar o crescimento descendente. (D) As celulas que respondem a gravidade na extremidade da raiz redis- 
tribuem seus transportadores de efluxo de auxina em resposta ao deslocamento da raiz. Isso redireciona o fluxo 
de auxina principalmente para a parte inferior da raiz, onde inibe o alongamento das celulas epidermicas. A 
distribuigao assimetrica de auxina resultante na ponta da raiz de Arabidopsis, mostrada aqui, e determinada in- 
diretamente, pelo uso de urn gene-reporter responsivo a auxina que codifica uma proteina fusionada a proteina 
verde fluorescente (GFP, green fluorescent protein)] as celulas epidermicas do lado inferior da raiz sao verdes, 
enquanto as celulas localizadas no lado superior nao sao, refletindo a distribuigao assimetrica da auxina. A dis¬ 
tribuigao dos transportadores de efluxo de auxina na membrana plasmatica das celulas em diferentes regioes da 
raiz (mostrado como retangulos cinza ) esta indicada em vermelho, e a diregao do efluxo de auxina esta indicada 
por uma seta verde. (A fotografia de fluorescencia em D e de T. Paciorek et al., Nature 435:1251-1256, 2005. 
Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 


portante ao longo de todo o seu ciclo de vida - desde a germinagao, passando pelo de- 
senvolvimento da plantula, ao florescimento e senescencia. As plantas selecionaram um 
grande conjunto de protemas sensiveis a luz para monitorar a quantidade, a qualidade, 
a diregao e a duragao da luz. Essas protemas em geral sao referidas como fotorreceptores. 
No entanto, como o termo fotorreceptor tambem e usado para as celulas sensiveis a luz 
na retina dos animais (ver Figura 15-38), usaremos aqui o termo fotoprotema. 

Todas as fotoprotemas detectam a luz por meio de um cromoforo, ligado covalen- 
temente, que altera sua forma ao absorver a luz, induzindo uma mudanga na conforma- 
gao da proteina. Os fitocromos sao as fotoprotemas mais conhecidas das plantas, estan- 
do presentes em todas as plantas e em algumas algas. Sao as serinas-treoninas-cinase 
dimericas citoplasmaticas que respondem a luz vermelha e a luz infravermelha de forma 
diferencial e reversivel: enquanto a luz vermelha geralmente ativa a cinase do fitocromo, 
a infravermelha a inativa. Acredita-se que o fitocromo, quando ativado pela luz, sofra 
autofosforilagao, para depois fosforilar uma ou varias protemas na celula. Em algumas 
respostas a luz, os fitocromos ativados migram para o niicleo, onde interagem com regu- 
ladores de transcrigao e alteram a transcrigao de alguns genes (Figura 15-73). Em outros 
casos, os fitocromos ativam, no citoplasma, um regulador latente da transcrigao, que mi- 
gra para o nucleo onde regula a transcrigao genica. Em outros casos ainda, a fitoprotema 
da inicio, no citosol, a vias de sinalizagao que alteram o comportamento da celula, sem 
o envolvimento do niicleo. 

As plantas detectam luz azul usando dois tipos de fotoprotemas, a fototropina 
e os criptocromos. A fototropina esta associada a membrana plasmatica, sendo par- 
cialmente responsavel pelo fototropismo, ou seja, a tendencia das plantas de cresce- 
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Figura 15-73 Forma pela qual os fito- 
cromos mediam a resposta a luz nas 
celulas vegetais. 0 fitocromo, que e um 
dimero, sofre autofosforilagao quando 
ativado pela luz vermelha e migra para o 
nucleo, onde ativa as proteinas regulado- 
ras de transcrigao que estimulam a trans¬ 
crigao de genes especificos de resposta a 
luz vermelha. 
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rem em diregao a luz. O fototropismo ocorre pelo alongamento celular direcionado, 
que e estimulado pela auxina, mas nao se conhecem as ligagoes entre a fototropina 
e a auxina. 

Os criptocromos sao flavoprotemas sensiveis a luz azul. Sao relacionados, estru- 
turalmente, a enzimas sensiveis a luz azul, chamadas d efotoliases, envolvidas no reparo 
de danos ao DNA induzidos por irradiagao ultravioleta em quase todos os organismos, 
com excegao da maioria dos mamiferos. Ao contrario dos fitocromos, os criptocromos 
sao encontrados tambem em, animais, nos quais tern um papel importante nos relogios 
circadianos (ver Figura 15-66). Embora se acredite que os criptocromos tenham evoluido 
a partir das fotoliases, eles nao apresentam atividade de reparo do DNA. 

Resumo 

Acredita-se que a multicelularidade e os mecanismos de comunicagao celular tenham 
evoluido de modo independente nas plantas e nos animais, cada um a partir de um euca- 
rioto unicelular diferente que, por sua vez, evoluiu de um ancestral eucarioto unicelular 
comum. Por esse motivo, nao e surpreendente que os mecanismos de sinalizagao das celu¬ 
las animais e vegetais tenham semelhangas e diferengas entre si. Enquanto os animais con- 
tam principalmente com GPCRs e RTKs, as plantas contam basicamente com os receptores 
acoplados a enzimas do tipo serina-treonina-cinase, especialmente aqueles com repetigoes 
extracelulares ricas em leucina. Varios hormonios vegetais, ou reguladores de crescimento, 
entre eles o etileno e a auxina, participam no controle do desenvolvimento das plantas. 
O etileno atua por meio de receptores intracelulares para interromper a degradagao de 
reguladores de transcrigao nucleares especificos, que ativam a transcrigao dos genes de 
resposta ao etileno. Os receptores para alguns outros hormonios vegetais, incluindo a au¬ 
xina, tambem regulam a degradagao de reguladores de transcrigao especificos, embora os 
detalhes sejam variaveis. A sinalizagao pela auxina e incomum, pois esse hormonio possui 
seu proprio sistema de transporte altamente regulado, no qual o posicionamento dina- 
mico dos transport adores controla a diregao do fluxo de auxina e, portanto, a diregao do 
crescimento da planta. A luz tern um papel importante na regulagao do desenvolvimento 
nos vegetais. As respostas a luz sao mediadas por uma variedade de fotoproteinas, como 
os citocromos, que respondem a luz vermelha, e os criptocromos e a fototropina, sensiveis 
a luz azul. 


OQUE NAO SABEMOS 

• Como a celula integra a informa- 
gao recebida por seus muitos re¬ 
ceptores de superficie celular para 
tomar decisoes do tipo "tudo ou 
nada"? 

• Muito do que sabemos sobre a 
sinalizagao celular e derivado de 
estudos bioquimicos de proteinas 
isoladas em tubos de ensaio. Qual 
e o comportamento quantitati¬ 
ve exato das redes de sinalizagao 
intracelular na celula intacta, ou 
em um animal intacto, nos quais 
outros incontaveis sinais e compo- 
nentes celulares podem influen- 
ciar a especificidade e forga da 
sinalizagao? 

• Como os circuitos de sinalizagao 
intracelular geram padroes de si¬ 
nalizagao especificos e dinamicos 
tais como oscilagoes e ondas, e 
como esses padroes sao percebi- 
dos e interpretados pela celula? 

• As proteinas de suporte e os recep¬ 
tores tirosina-cinase ativados de- 
sencadeiam a reuniao de grandes 
complexos de sinalizagao intrace¬ 
lular. Qual e o comportamento di- 
namico desses complexos, e como 
esse comportamento influencia a 
continuidade da sinalizagao? 
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TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

15-1 Todos os segundos mensageiros sao hidrossoluveis e 
se difundem livremente pelo citosol. 

15-2 Com relagao a regulagao dos comutadores molecula- 
res, as protemas-cinase e os fatores de troca de nucleotideos 
de guanina (GEFs) sempre ativam as protemas, enquanto 
as protemas-fosfatase e as protemas ativadoras de GTPase 
(GAPs) sempre inibem as protemas. 

15-3 A maioria das vias de sinalizagao intracelular fornece 
numerosas oportunidades para a amplificagao das respostas 
aos sinais extracelulares. 

15-4 A interagao de ligantes extracelulares com os RTKs 
ativa o dominio catalitico intracelular, pela propagagao de 
uma mudanga de conformagao atraves da bicamada lipidica 
atraves de uma unica a-helice transmembrana. 

15-5 As tirosinas-fosfatase apresentam uma alta especifici- 
dade fina por seus substratos, ao contrario da maioria das se- 
rinas-treoninas-fosfatase, que apresentam uma especificidade 
ampla. 

15-6 Apesar de plantas e animais terem evoluido a multi- 
celularidade de modo independente, todos eles usam prati- 
camente as mesmas protemas de sinalizagao e os mesmos 
segundos mensageiros na comunicagao celula-celula. 

Discuta as questoes a seguir. 

15-7 Suponha que a concentragao circulante de um hor¬ 
monio seja de 10 _1 ° M e o K d da ligagao ao seu receptor seja 
de 10 8 M. Que fragao de receptores estara ocupada com o 
hormonio? Se uma resposta fisiologica significativa ocor- 
rer quando 50% dos receptores estiverem ocupados com as 
moleculas do hormonio, qual devera ser o aumento da con¬ 
centragao do hormonio para provocar a resposta? A fragao 
de receptores (R) ligados ao hormonio (H) para formar um 
complexo receptor-hormonio (R-H) e [R-H]/([R] + [R-H]) = 
[R-H]/[R] total = [H]/([H] + K d ). 

15-8 As celulas se comunicam de maneiras que lembram 
a comunicagao humana. Decida quais das seguintes formas 
de comunicagao humana sao analogas as sinalizagoes celu- 
lares autocrina, paracrina, endocrina e sinaptica. 

A. Conversa telefonica 

B. Conversa com pessoas em um coquetel 

C. Um amincio pelo radio 

D. Falar consigo mesmo 

15-9 Por que as respostas de sinalizagao que envolvem al- 
teragoes em protemas ja presentes nas celulas ocorrem em 
milissegundos, enquanto as respostas que requerem mu- 
dangas na expressao genica precisam de minutos ou horas 
para ocorrer? 

15-10 Como e que celulas diferentes podem responder de 
diferentes formas as mesmas moleculas sinalizadoras mes¬ 
mo que elas tenham receptores identicos? 

15-11 Por que voce supoe que a fosforilagao/desfosfori- 
lagao, por exemplo, tenha evoluido para ter um papel tao 


proeminente, em oposigao a ligagao alosterica de pequenas 
moleculas, na ativagao e na inativagao de protemas nas vias 
de sinalizagao? 

15-12 Considere uma via de sinalizagao composta por tres 
protemas-cinase que sao ativadas sequencialmente por fos- 
forilagao. Em um caso, a cinase e mantida em um comple¬ 
xo de sinalizagao por uma protema de suporte; no outro, as 
cinases se difundem livremente (Figura Q15-1). Discuta as 
propriedades desses dois tipos de organizagao em termos de 
amplificagao do sinal, velocidade e potencial para interagao 
entre vias. 

Figura Q15-1 Uma cascata 
de cinases organizada por 
meio de uma proteina de 
suporte ou composta por 
componentes que se difun¬ 
dem livremente. 



15-13 Descreva tres maneiras pelas quais um aumento em 
um sinal extracelular pode ser acentuado pela celula-alvo 
para produzir uma resposta abrupta do tipo "tudo ou nada" 

15-14 A ativagao ("maturagao”) de ovocitos de ra e sinali- 
zada por meio de um modulo de sinalizagao da MAP-cinase. 
Um aumento na progesterona ativa o modulo por estimular 
a tradugao do RNA mensageiro da Mos, que e a MAP-cinase- 
-cinase-cinase da ra (Figura Q15-2). A maturagao e facil- 
mente identificada visualmente pela presenga de um ponto 
branco no centro da superficie marrom do ovocito (ver Fi¬ 
gura Q15-2). Para determinar a curva de dose-dependencia 
da ativagao da MAP-cinase induzida pela progesterona, 
coloque 16 ovocitos em cada uma de seis placas plasticas e 
adicione diferentes concentragoes de progesterona. Apos 
uma incubagao de 18 horas, rompa os ovocitos, prepare um 
extrato e determine o estado de fosforilagao (e, portanto, de 
ativagao) da MAP-cinase por meio de uma eletroforese em 
gel de poliacrilamida-SDS (Figura Q15-3A). Essa analise 
mostra uma resposta gradual da MAP-cinase ao aumento da 
concentragao da progesterona. 
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Figura Q15-2 Ativagao da 
MAP-cinase induzida por 
progesterona, levando a matu¬ 
ragao do ovocito. (Cortesia de 
Helfrid Hochegger.) 
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(A) CONJUNTO DE OVOCITOS 


Ativa (+®)^_ 
Inativa (-P) /_ 



0,0010,010,1 1 10 


Progesterona (|jlM) 


(B) OVOCITOS INDIVIDUAL 
- + 0,03 |xM progesterona 



FiguraQ15-3 Ativagao 
de ovocitos de sapo. 

(A) Fosforilagao de MAP- 
-cinase em um conjunto 
de ovocitos. (B) Fosfori- 
lagao da MAP-cinase em 
ovocitos individuals. A 
enzima foi detectada por 
imunoensaio usando um 
anticorpo especifico. As 
duas primeiras canaletas 
de cada gel contem 
MAP-cinase inativa nao 
fosforilada (-) e ativa 
fosforilada (+). (De J.E. 
Ferrell, Jr., e E.M. Mach- 
leder, Science 280:895- 
898, 1998. Com permis- 
sao de AAAS.) 


Antes de romper os ovocitos, perceba que nem todos 
eles apresentam pontos brancos. Sera que alguns deles atin- 
giram ativagao parcial e ainda nao alcangaram o estagio com 
pontos brancos? Para responder a essa pergunta, repita o ex- 
perimento, mas desta vez analise a ativagao da MAP-cinase 
em ovocitos individuais. Voce se surpreendera ao constatar 
que os ovocitos terao sua MAP-cinase totalmente ativada ou 
completamente inativa (Figura Q15-3B). Como uma respos- 
ta "tudo ou nada” nos ovocitos individuais pode se traduzir 
em uma resposta gradual na populagao? 

15-15 Proponha tipos especificos de mutagoes no gene 
da subunidade reguladora da PICA que poderia resultar em 
uma enzima permanentemente ativa ou permanentemente 
inativa. 

15-16 A fosforilase-cinase integra sinais das vias de sinali¬ 
zagao dependentes de cAMP e das dependentes de Ca 2+ , que 
controlam a degradagao do glicogenio nas celulas do figado 
e do musculo (Figura Q15-4). A fosforilase-cinase e compos- 
ta por quatro subunidades. Uma delas e a protema-cinase 
que catalisa a adigao de fosfato a glicogenio fosforilase, tor- 
nando-a ativa para degradar glicogenio. As outras tres subu¬ 
nidades sao protemas reguladoras que controlam a ativida- 



Fosforilase-cinase inativa Fosforilase-cinase ativa 

Figura Q15-4 Integragao das vias de sinalizagao dependentes de cAMP e 
das dependentes de Ca 2+ pela fosforilase-cinase nas celulas do figado e do 
musculo. 


de da subunidade catalitica. Duas delas contem sitios para 
a fosforilagao pela PICA, que e ativada pelo cAMP. A subuni¬ 
dade remanescente e a calmodulina, que liga Ca 2+ quando a 
concentragao citosolica do ion aumenta. As subunidades re¬ 
guladoras controlam o equilibrio entre as conformagoes ati¬ 
va e inativa da subunidade catalitica, com o fosfato e o Ca 2+ 
deslocando o equilibrio em diregao a conformagao ativa. 
De que forma esse arranjo permite que a fosforilase-cinase 
desempenhe seu papel como uma protema integradora nas 
miiltiplas vias que estimulam a degradagao do glicogenio? 

15-17 A polaridade planar da via de sinalizagao de Wnt 
normalmente assegura que cada celula da asa da Drosophila 
tenha um unico pelo. A superexpressao do gene Frizzled a 
partir de um promotor de choque termico (hs -Fz) induz o 
crescimento de multiplos pelos em diversas celulas (Figura 
Q15-5A). Esse fenotipo e suprimido se hs -Fz for combinado 
com uma delegao heterozigotica (Ds/z A ) do gene Dishevelled 
(Figura Q15-5B). Esses resultados permitem a voce ordenar 
a agao de Frizzled e de Dishevelled na via de sinalizagao? Em 
caso afirmativo, qual e a ordem? Explique seu raciocmio. 


(A) 


(B) 



hs -Fz/+ hs -Fz/+ 

+/+ DshN+ 


Figura Q15-5 Padrao de crescimento de pelos nas celulas da asa na 
Drosophila geneticamente modificada. (De C.G. Winter et al., Cell 105:81 — 
91,2001. Com permissao da Elsevier.) 
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Citoesqueleto 

Para que as celulas funcionem de forma adequada, elas devem se organizar no espago e 
interagir mecanicamente uma com a outra e com o ambiente ao seu redor. Elas devem 
apresentar uma conformagao correta, ser fisicamente robustas e estar estruturadas de 
forma adequada internamente. Muitas celulas tambem devem ser capazes de modificar 
sua forma e migrar para outros locals. Alem disso, toda celula deve ser capaz de reorgani- 
zar seus componentes internos como decorrencia dos processos de crescimento, divisao 
e/ou adaptagao a mudangas no ambiente. Essas fungoes espaciais e mecanicas depen- 
dem de um incrivel sistema de filamentos chamado citoesqueleto (Figura 16-1). 

As diversas fungoes do citoesqueleto dependem da atuagao das tres familias de 
protemas de filamento - filamentos de actina, microtubulos e filamentos intermediarios. 
Cada tipo de filamento possui fungoes biologicas, propriedades mecanicas e dinamicas 
distintas; no entanto certas caracteristicas fundamentals sao comuns a todos eles. Da 
mesma forma que necessitamos da agao conjunta de nossos tendoes, ossos e musculos, 
os tres sistemas de filamentos do citoesqueleto devem atuar coletivamente para fornecer 
a uma determinada celula sua resistencia, forma e capacidade de locomogao. 

Neste capitulo, descrevemos a fungao e a conservagao dos tres principais sistemas 
de filamentos. Vamos explicar os principios basicos subjacentes a associagao e dissocia- 
gao dos filamentos, e como outras protemas interagem com os filamentos alterando a 
sua dinamica, permitindo que a celula estabelega e mantenha sua organizagao interna, 
para dar forma e remodelar a sua superficie e para mover organelas de forma controlada 
de um lugar para outro. Finalmente, discutiremos como a integragao e a regulagao do 
citoesqueleto permite que uma celula mova-se para outros locais. 

FUNCAO E ORIGEM DO CITOESQUELETO 

Os tres principais filamentos do citoesqueleto sao responsaveis por diferentes aspectos 
da organizagao espacial e propriedades mecanicas da celula. Os filamentos de actina de- 
terminam a forma da superficie da celula e sao necessarios para a locomogao das celulas 
como um todo; eles tambem conduzem a divisao de uma celula em duas. Os microtubu¬ 
los determinam o posicionamento das organelas delimitadas por membrana, promovem 
o transporte intracelular e formam o fuso mitotico que segrega os cromossomos durante 
a divisao celular. Os filamentos intermediarios proporcionam resistencia mecanica. To- 
dos esses filamentos do citoesqueleto interagem com centenas de protemas acessorias 
que regulam e ligam os filamentos uns aos outros e a outros componentes da celula. As 
protemas acessorias sao essenciais para a polimerizagao controlada dos filamentos do 
citoesqueleto em locais especificos, e incluem as protemas motoras , incriveis maquinas 
moleculares que convertem a energia da hidrolise de ATP em forga mecanica e que po- 
dem mover organelas ao longo dos filamentos ou mover os proprios filamentos. 

Nesta segao, discutiremos as caracteristicas gerais das protemas que formam os 
filamentos do citoesqueleto. Focaremos na sua capacidade para formar estruturas in- 
trinsecamente polarizadas e auto-organizadas que sao altamente dinamicas, permitindo 
que a celula modifique rapidamente a estrutura e a fungao do citoesqueleto sob diferen¬ 
tes condigoes. 


Figura 16-1 O citoesqueleto. (A) Uma celula em cultura foi fixada e marcada para mostrar seus arranjos cito- 
plasmaticos de microtubulos (verde) e de filamentos de actina ( vermelho). (B) Esta celula em divisao foi marcada 
para mostrar seus microtubulos do fuso {verde) e a rede de filamentos intermediarios {vermelho). 0 DNA de am- 
bas as celulas esta marcado em azul. (A, cortesia de Albert Tousson; B, cortesia de Conly Rieder.) 
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Filamentos do citoesqueleto adaptam-se para formar estruturas 
estaveis ou dinamicas 

Os sistemas do citoesqueleto sao dinamicos e adaptaveis, organizados de tal forma que 
podem ser melhor comparados a uma trilha de formigas do que a uma grande via ex- 
pressa. Uma trilha de formigas pode persistir por varias horas do ninho ate um delicioso 
local de piquenique, mas, considerando-se uma unica formiga nessa trilha, teremos cer- 
tamente que afirmar que ela nao se encontra estatica. Se as formigas de reconhecimento 
encontrarem uma nova e melhor fonte de alimento, ou se os turistas limparem o local 
e terminarem seu piquenique, a estrutura dinamica adaptar-se-a a uma velocidade es- 
tonteante. De modo semelhante, grandes estruturas citoesqueleticas podem persistir ou 
sofrer modificagoes de acordo com as necessidades, podendo apresentar uma duragao 
que varia de menos de um minuto ao periodo total de vida da celula. No entanto, os com- 
ponentes macromoleculares individuais que compoem estas estruturas encontram-se 
sob um fluxo constante. Assim, da mesma forma que ocorre quando existe uma altera- 
gao na trilha das formigas, o rearranjo estrutural em uma celula requer uma quantidade 
de energia extra relativamente pequena quando as condigoes sofrem alteragao. 

A regulagao do comportamento dinamico e a polimerizagao dos filamentos do cito¬ 
esqueleto permitem que a celula eucariotica construa uma enorme variedade de estruturas 
a partir dos tres sistemas basicos de filamentos. As fotomicrografias do Painel 16-1 ilustram 
algumas dessas estruturas. Os filamentos de actina revestem a face interna da membrana 
plasmatica de celulas animais, conferindo resistencia e forma a essa fina bicapa lipidica. 
Eles tambem formam diversos tipos de projegoes na superficie das celulas. Algumas dessas 
sao estruturas dinamicas, como os lamelipodios e os filopodios que as celulas usam para ex- 
plorar o territorio e para se movimentarem. Arranjos mais estaveis permitem que as celulas 
fiquem aderidas a um substrato subjacente e permitem a contragao dos musculos. Os feixes 
regulares do estereodlio na superficie de celulas do ouvido interno contem feixes de fila¬ 
mentos de actina que vibram como hastes rigidas em resposta ao som, e as microvilosidades, 
organizadas de modo semelhante na superficie de celulas epiteliais intestinais, ampliam 
enormemente a area de superficie apical para aumentar a absorgao de nutrientes. Em plan- 
tas, filamentos de actina promovem a rapida corrente de citoplasma no interior das celulas. 

Os microtiibulos, que sao frequentemente encontrados em arranjos citoplasmati- 
cos que se estendem para a periferia da celula, podem rapidamente reorganizar-se para 
formar um fuso mitotico bipolar durante a divisao celular. Eles podem tambem formar 
dlios, que funcionam como chicotes de impulsao ou dispositivos sensoriais na superficie 
das celulas, ou feixes firmemente alinhados que servem como pistas para o transporte 
de materiais sobre longos axonios neuronais. Em celulas vegetais, arranjos organizados 
de microtubulos ajudam a controlar o padrao da sintese da parede celular e, em muitos 
protozoarios, eles formam a estrutura sobre a qual e construida toda a celula. 

Os filamentos intermediaries revestem a face interna do envelope nuclear, forman- 
do uma especie de gaiola protetora para o DNA da celula; no citosol, esses filamentos sao 
trangados sob a forma de fortes cabos que mantem as camadas das celulas epiteliais unidas 
ou que auxiliam a extensao dos longos e fortes axonios das celulas neuronais. Eles tambem 
permitem a formagao de determinados apendices resistentes, como os pelos e as unhas. 

Um importante e dramatico exemplo da rapida reorganizagao do citoesqueleto 
ocorre durante a divisao celular, como ilustrado na Figura 16-2, que mostra o crescimento 
de um fibroblasto em uma placa de cultura. Apos a replicagao dos cromossomos, o arranjo 
de microtubulos da interfase que se espalha por todo o citoplasma e reconfigurado para 
formar o fuso mitotico bipolar, que segrega as duas copias de cada cromossomo cada uma 
para um dos nucleos das celulas-filhas. Ao mesmo tempo, as estruturas especializadas de 
actina que permitem que o fibroblasto rasteje sobre a superficie da placa se reorganizam 
para que a celula pare de se mover e assuma uma forma mais esferica. A actina e sua pro- 
teina motora associada, miosina, formam uma faixa em torno da regiao central da celula, o 
anel contratil , que sofre constrigao como se fosse um minusculo musculo e separa a celula 
em duas. Quando a divisao esta completa, os citoesqueletos dos dois fibroblastos-filhos se 
organizam em estruturas de interfase e convertem as duas celulas-filhas arredondadas em 
versoes menores da celula-mae, achatadas e com capacidade de deslizamento. 

Diversas celulas requerem rapidos rearranjos para que funcionem mesmo duran¬ 
te o periodo de interfase. Por exemplo, os neutrofilos, um tipo de leucocito, perseguem 
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Os filamentos de actina (tambem conhecidos como microfilamentos ) 
sao polimeros helicoidais da proteina actina. Sao estruturas flexiveis 
com diametro de 8 nm que se organizam sob uma ampla variedade 
de feixes lineares, redes bidimensionais e geis tridimensionais. Apesar 
dos filamentos de actina estarem dispersos nas celulas, eles 
encontram-se predominantemente concentrados no cortex, 
subjacentes a membrana plasmatica. (i) Filamento individual de actina; 
(ii) microvilosidade; (iii) fibras de tragao ( vermelho ) terminando em 
adesoes focais ( verde ); (iv) musculo estriado. 


Fotomicrografias cortesia de R. Graig (i e iv); P.T. Matsudaira e D.R. Burgess (ii); K. Burridge (iii). 


MICROTUBULOS 



25 nm 


Os microtubulos sao cilindros longos e ocos formados pela proteina 
tubulina. Apresentando um diametro externo de 25 nm, sao bem mais 
rigidos que os filamentos de actina. Os microtubulos sao longos e 
retilineos, e frequentemente apresentam uma extremidade ligada a um 
centro organizador de microtubulos (MTOC) denominado centrossomo. 
(i) Microtubulo individual; (ii) sec^ao transversal da base de tres cilios 
mostrando os trios de microtubulos; (iii) arranjo interfasico de 
microtubulos (verde) e organelas ( vermelho ); (iv) protozoario ciliado. 



Fotomicrografias cortesia de R. Wade (i); D.T. Woodrow (ii); D. Shima (iii); D. Burnette (iv). 


FILAMENTOS INTERMEDlARIOS 



Os filamentos intermediaries sao fibras semelhantes a cabos com um 
diametro aproximado de 10 nm; eles sao compostos por proteinas de 
filamentos intermediaries, as quais pertencem a uma 
familia grande e heterogenea. Um tipo de filamento intermediario 
forma uma rede denominada lamina nuclear logo abaixo da membrana 
nuclear interna. Outros tipos estendem-se ao longo do citoplasma, 
conferindo resistencia mecanica as celulas. Nos tecidos epiteliais, eles 
atravessam o citoplasma, de uma jungao celula-celula a outra , 
fortalecendo, dessa forma, o epitelio como um todo. (i) Filamentos 
intermediaries individual; (ii) filamentos intermediaries ( azul ) em 
neuronios e (iii) celulas epiteliais; (iv) lamina nuclear. 



Fotomicrografias cortesia de R. Quinlan (i); N.L. Kedersha (ii); M. Osborn (iii); U. Aebi (iv). 
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Figura 16-2 Diagrama das alteragoes 
na organizagao do citoesqueleto 
associadas a divisao celular. 0 fibro- 
blasto rastejante representado tem um 
citoesqueleto dinamico de actina polari- 
zada, (mostrado em vermelho) que reune 
lamelipodios e filopodios para deslocar sua 
borda anterior para a direita. A polarizagao 
do citoesqueleto de actina e auxiliada pe- 
los microtubulos do citoesqueleto (verde), 
constituido por longos microtubulos que 
emanam de um unico centra de organiza¬ 
gao de microtubulos, localizado na frente 
do nucleo. Quando a celula se divide, 
o arranjo polarizado de microtubulos e 
reorganizado para a formagao de um fuso 
mitotico bipolar, o qual e responsavel pelo 
alinhamento e pela posterior segregagao 
dos cromossomos duplicados ( marrom ). 

Os filamentos de actina formam um anel 
contratil no centra da celula que divide 
a celula em duas apos a segregagao dos 
cromossomos. Apos a completa divisao da 
celula, ambas as celulas-filhas reorganizam 
seus citoesqueletos de actina e de micro¬ 
tubulos em versoes menores daquelas que 
se encontravam na celula-mae, permi- 
tindo que estas se arrastem em diregoes 
opostas. 




e englobam celulas bacterianas e fungos que acidentalmente, por exemplo, atraves de 
cortes na pele, tem acesso a locais de nosso organismo que normalmente deveriam ser 
estereis. Como a maioria das celulas com locomogao, os neutrofilos avangam atraves da 
emissao de estruturas e protrusoes, as quais estao repletas de filamentos de actina recen- 
temente sintetizados. Quando uma possivel presa bacteriana move-se para uma diregao 
diferente, o neutrofilo e obrigado a reorganizar suas estruturas protrusivas polarizadas 
em uma questao de segundos (Figura 16-3). 


O citoesqueleto determina a organizagao e a polaridade celular 


Figura 16-3 Um neutrofilo perseguin- 
do uma bacteria. Nesta preparagao 
de sangue humano, um agregado de 
bacterias (seta branca) esta prestes a ser 
capturado por um neutrofilo. Conforme 
as bacterias se movimentam, o neutrofilo 
rapidamente reorganiza sua densa rede de 
actina na sua borda anterior (destacada 
em vermelho) para se movimentar em di¬ 
regao a bacteria (Animagao 16.1). A rapi- 
da associagao e dissociagao do citoesque¬ 
leto de actina nesta celula permitem que 
ela altere a orientagao e a diregao de seu 
movimento em um intervalo de poucos 
minutos. (Obtida de um video registrado 
por David Rogers.) 


Nas celulas que adquiriram uma morfologia diferenciada e estavel, como e o caso dos neu- 
ronios ou das celulas epiteliais maduras, os elementos dinamicos do citoesqueleto tambem 
devem prover estruturas grandes e estaveis para a organizagao celular. Nas celulas epiteliais 
especializadas que revestem orgaos como o intestino e os pulmoes, as protrusoes da super- 
ficie celular formadas pelo citoesqueleto, como as microvilosidades e os cilios, sao capazes 
de manter o posicionamento, o comprimento e o diametro constantes ao longo de todo o 
tempo de vida da celula. No caso dos feixes de actina da regiao central das microvilosidades 
de celulas epiteliais intestinais, esse periodo se restringe a uns poucos dias. No entanto, 
feixes de actina da regiao central dos estereocilios de celulas do ouvido interno mantem 
sua organizagao estavel durante toda a vida do animal, tendo em vista que estas celulas nao 
sofrem reposigao. Nao obstante, os filamentos de actina individuals permanecem extrema- 
mente dinamicos e sao continuamente remodelados, sendo substituidos a cada 48 horas, 
mesmo em estruturas de superficie celulares estaveis que persistem por decadas. 
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Alem de formar protrusoes estaveis na superficie das celulas especializadas, o citoes¬ 
queleto tambem e responsavel pela polarizagao geral das celulas, permitindo que elas apre- 
sentem diferengas entre suas regioes superiores e inferiores ou anteriores e posteriores. A 
informagao de polaridade em grande escala transmitida pela organizagao do citoesqueleto 
e muitas vezes mantida durante toda a vida util da celula. As celulas epiteliais polarizadas 
usam arranjos organizados de microtubulos, filamentos de actina e filamentos intermedia- 
rios para manter as diferengas essenciais entre a superficie apical e a superficie basolateral. 
As celulas tambem devem manter uma forte aderencia entre si para permitir que esta ca- 
mada unica de celulas atue de maneira eficiente como barreira fisica (Figura 16-4). 


Filamentos sao polimerizados a partir de subunidades proteicas 
que Ihes conferem propriedades fisicas e dinamicas especfficas 

Os filamentos do citoesqueleto podem se estender de uma extremidade da celula a ou- 
tra, abrangendo dezenas ou mesmo centenas de micrometros. No entanto, as moleculas 
individuals das protemas que formam os filamentos possuem tamanho de apenas alguns 
nanometros. A celula constroi os filamentos organizando um grande numero dessas su¬ 
bunidades pequenas, como se fossem tijolos na construgao de um enorme arranha-ceu. 
Visto que essas subunidades sao pequenas, elas podem difundir rapidamente pelo cito- 
sol, enquanto os filamentos organizados nao podem. Assim, as celulas podem promover 
uma reorganizagao estrutural rapida, pela dissociagao de filamentos em uma determina- 
da regiao e reassociagao em uma regiao bastante afastada. 

Os filamentos de actina e os microtubulos sao formados por subunidades compac- 
tas e globulares - subunidades de actina no caso dos filamentos de actina e subunidades de 
tubulina no caso dos microtubulos -, enquanto os filamentos intermediaries sao formados 
a partir de subunidades menores que sao elas proprias alongadas e fibrilares. Esses tres ti- 
pos principals de filamentos do citoesqueleto formam arranjos helicoidais de subunidades 
(ver Figura 3-22) que se autoassociam atraves da combinagao de contatos proteicos entre 
extremidades ou lateralmente. As diferengas entre as estruturas destas subunidades e da 
resistencia das forgas de atragao existente entre elas sao as principals responsaveis pelas 
diferengas marcantes e caracteristicas de estabilidade e propriedades mecanicas de cada 
tipo de filamento. Enquanto ligagoes covalentes entre suas subunidades mantem coesa a 
cadeia principal de varios polimeros biologicos - como o DNA, o RNA e as protemas - sao 
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Figura 16-4 Organiza^ao do citoes¬ 
queleto em celulas epiteliais polariza¬ 
das. Todos os componentes do citoesque¬ 
leto cooperarem para produzir as formas 
caracteristicas de celulas especializadas, 
incluindo as celulas epiteliais que revestem 
o intestino delgado, aqui ilustradas. Na su¬ 
perficie apical (superior), que se volta para 
o lumen do intestino, feixes de filamentos 
de actina (em vermelho) formam microvi- 
losidades que aumentam a area de super- 
ffeie celular disponivel para a absorgao de 
nutrientes a partir dos alimentos. Abaixo 
das microvilosidades, uma faixa ao longo 
da circunferencia da celula composta por 
filamentos de actina e conectada as jun- 
goes aderentes celula-celula que ancoram 
as celulas umas as outras. Os filamentos 
intermediaries ( azul) estao ancorados a 
outros tipos de estruturas adesivas, como 
desmossomos e hemidesmossomos, que 
conectam as celulas epiteliais em uma 
camada rija e as conectam a matriz extra- 
celular subjacente; estas estruturas sao dis- 
cutidas no Capftulo 19. Os microtubulos 
(em verde) projetam-se verticalmente do 
alto da celula ate sua base e fornecem um 
sistema coordenado geral que permite que 
a celula distribua componentes recem- 
-sintetizados aos seus locais adequados. 
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interagoes nao covalentes fracas que mantem a estrutura dos tres tipos de polimeros do 
citoesqueleto. Consequentemente, sua associagao e dissociagao podem ocorrer de forma 
rapida, sem que ligagoes covalentes sejam formadas ou quebradas. 

As subunidades dos filamentos de actina e microtubulos sao assimetricas e ligam- 
-se umas as outras em um sistema cabega-e-cauda, de tal forma que todas apontam para a 
mesma diregao. Essa polaridade das subunidades confere aos filamentos uma polaridade 
estrutural ao longo de seu comprimento e faz as duas extremidades de cada polimero te- 
rem comportamentos diferentes. Alem disso, subunidades de actina e tubulina sao ambas 
capazes de catalisar a hidrolise de um nucleosideo trifosfato - ATP e GTP respectivamente. 
Como discutiremos adiante, a energia derivada da hidrolise de nucleotideos permite que 
os filamentos sofram uma rapida remodelagem. Ao controlar quando e onde a actina e os 
microtubulos sao organizados, a celula vincula as propriedades polares e dinamicas destes 
filamentos a geragao de forga em uma diregao especifica, para avangar a borda anterior de 
uma celula em migragao, por exemplo, ou para segregar os cromossomos durante a divisao 
celular. Em contraste, as subunidades de filamentos intermediarios sao simetricas e, portan- 
to, nao formam filamentos polarizados com duas extremidades diferentes. As subunidades 
de filamentos intermediarios tambem nao catalisam a hidrolise de nucleotideos. Nao obs¬ 
tante, os filamentos intermediarios podem se dissociar rapidamente quando necessario. Na 
mitose, por exemplo, cinases fosforilam as subunidades, levando a sua dissociagao. 

Os filamentos do citoesqueleto nas celulas vivas nao sao formados simplesmente 
encadeando subunidades em fila unica, uma atras da outra. Por exemplo, 1.000 subuni¬ 
dades de tubulina alinhadas extremidade-a-extremidade ocupariam o equivalente ao dia- 
metro de uma celula eucariotica pequena, mas um filamento formado desta maneira nao 
teria forga para evitar a ruptura provocada pela energia termica do ambiente, a menos que 
cada subunidade no filamento estivesse firmemente ligada as duas subunidades vizinhas 
adjacentes. Um sistema que utilizasse fortes associates entre as subunidades adjacentes 
limitaria a taxa de dissociagao do filamento, fazendo o citoesqueleto ser uma estrutura 
estatica e bem menos util do que na realidade e. Para fornecer tanto forga quanto adapta- 
bilidade, os microtubulos sao constitufdos por 13 protofilamentos - cadeias lineares de 
subunidades unidas extremidade-a-extremidade - que se associam umas as outras lateral - 
mente para formar um cilindro oco. A adigao ou perda de uma subunidade na extremida- 
de final de um protofilamento forma ou rompe um numero pequeno de ligagoes. Por outro 
lado, a perda de uma subunidade da regiao central do filamento requer o rompimento de 
muito mais ligagoes, enquanto a ruptura do filamento em dois requer o rompimento de 
multiplas ligagoes dos protofilamentos ao mesmo tempo (Figura 16-5). A maior energia 
necessaria para romper multiplas ligagoes nao covalentes simultaneamente permite aos 
microtubulos resistir a ruptura termica, ao mesmo tempo em que permite a rapida adi¬ 
gao e dissociagao de subunidades nas extremidades do filamento. Os filamentos de actina 
helicoidais sao muito mais finos e, portanto, requerem muito menos energia para serem 
rompidos. No entanto, multiplos filamentos de actina muitas vezes estao agrupados em 
feixes no interior das celulas, proporcionando resistencia mecanica, ao mesmo tempo em 
que permitem o comportamento dinamico das extremidades dos filamentos. 

Como ocorre em outras interagoes entre protefnas, as subunidades dos filamentos do 
citoesqueleto sao mantidas unidas por um grande numero de interagoes hidrofobicas e li¬ 
gagoes nao covalentes (ver Figura 3-4). Os locais e tipos de contato entre as subunidades sao 
diferentes para cada tipo de filamento. Os filamentos intermediarios, por exemplo, unem-se 
formando fortes contatos laterals entre a-helices supertorcidas, que se estendem ao longo 
do comprimento quase total de cada subunidade fibrosa alongada. Visto que as subuni¬ 
dades individuals sao justapostas no filamento, os filamentos intermediarios formam es- 
truturas fortes, semelhantes a uma corda (ou cabo) que toleram muito mais estiramento e 
dobramento do que os microtubulos ou os filamentos de actina (Figura 16-6). 

Protefnas acessorias e motoras regulam os filamentos 
do citoesqueleto 

A celula regula o comprimento e a estabilidade dos filamentos do citoesqueleto, regu- 
lando tambem a quantidade e a geometria deles. Esse controle e feito basicamente pela 
regulagao das ligagoes que ocorrem entre os filamentos e entre os filamentos e outros 
componentes celulares, de tal maneira que a celula pode formar uma ampla variedade 
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MULTIPLOS PROTOFILAMENTOS: ESTABILIDADE TERMICA 


Figura 16-5 Estabilidade termica de fi- 
lamentos do citoesqueleto com extre- 
midades dinamicas. Um protofilamento 
consistindo de uma unica fita de subunida- 
des e termicamente instavel, uma vez que 
o rompimento de uma unica ligagao entre 
as subunidades e suficiente para quebrar 
o filamento. Em contraste, a formagao de 
um filamento do citoesqueleto a partir de 
mais de um protofilamento permite que as 
extremidades sejam dinamicas, ao mesmo 
tempo em que permite que os filamentos 
sejam resistentes a ruptura termica. Em 
um microtubulo, por exemplo, a remogao 
de um unico dimero de subunidades da 
extremidade do filamento exige o rompi¬ 
mento de ligagoes nao covalentes entre 
um maximo de tres outras subunidades, 
ao passo que a quebra do filamento ao 
meio requer o rompimento das ligagoes 
nao covalentes em todos os 13 protofila- 
mentos. 


de estruturas macromoleculares. A modificagao covalente direta das subunidades do fi¬ 
lamento regula algumas propriedades do filamento, mas a maior parte da regulagao e 
realizada por centenas de protemas acessorias que determinam a distribuigao espacial 
e o comportamento dinamico dos filamentos, convertendo a informagao recebida atra- 
ves de vias de sinalizagao em agoes do citoesqueleto. Essas protemas acessorias ligam- 
-se aos filamentos ou as suas subunidades para determinar o local de polimerizagao de 
novos filamentos, para regular a distribuigao das protemas polimericas entre as formas 
filamento ou subunidade, para modificar a cinetica da polimerizagao e da dissociagao 
dos filamentos, para acoplar a energia para gerar forga e para ligar os filamentos uns aos 
outros ou a estruturas celulares, como as organelas ou a membrana plasmatica. Nesses 
processos, as protemas acessorias mantem a estrutura do citoesqueleto sob o controle 
de sinais intra e extracelulares, entre os quais se incluem aqueles que determinam as 
drasticas transformagoes que o citoesqueleto sofre durante cada uma das etapas do ciclo 
celular. Atuando de forma conjunta, as protemas acessorias permitem que a celula eu- 




Figura 16-6 Flexibilidade e estiramento 
em um filamento intermediario. 

Os filamentos intermediaries sao formados 
a partir de subunidades fibrosas alongadas 
com fortes contatos laterais, o que resulta 
em resistencia as forgas de estiramento. 
Quando uma minuscula sonda mecanica e 
arrastada sobre um filamento intermedia¬ 
rio, o filamento e esticado mais de tres ve- 
zes o seu comprimento antes de se romper, 
como ilustrado pelos filamentos marcados 
com fluorescencia nestas fotomicrografias. 
Essa tecnica e denominada microscopia de 
forga atomica (ver Figura 9-33). (Adaptada 
de L. Kreplak et al., J. Mol. Biol. 354:569- 
577, 2005. Com permissao de Elsevier.) 
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cariotica mantenha uma alta organizagao mesmo apresentando uma estrutura interna 
flexivel, podendo, inclusive, em muitos casos, locomover-se. 

Entre as mais fascinantes proteinas que se associam ao citoesqueleto estao as pro- 
teinas motoras. Essas proteinas se ligam a um filamento polarizado do citoesqueleto e 
utilizam a energia derivada de ciclos repetidos de hidrolise de ATP para se deslocarem ao 
longo do filamento. Duzias de diferentes proteinas motoras coexistem em cada celula eu- 
cariotica. Elas diferem em relagao ao tipo de filamento ao qual se ligam (actina ou microtu- 
bulos), a diregao para a qual se movem sobre o filamento e em relagao a “carga” que trans- 
portam. Diversas proteinas motoras transportam organelas delimitadas por membrana 
- como mitocondrias, vesiculas do aparelho de Golgi ou vesiculas secretoras - rumo a suas 
posigoes adequadas dentro da celula. Outras proteinas motoras fazem os filamentos do 
citoesqueleto exercerem tensao ou deslizarem uns sobre os outros, gerando a forga neces- 
saria para fenomenos como a contragao muscular, o batimento de cilios e a divisao celular. 

As proteinas motoras do citoesqueleto que se movem unidirecionalmente sobre 
um caminho de polimeros orientados lembram algumas outras proteinas e complexos 
proteicos discutidos em outros pontos deste livro, como as DNA e RNA-polimerases, as 
helicases e os ribossomos. Todas essas proteinas apresentam a capacidade de usar ener¬ 
gia quimica para sua propulsao sobre um caminho linear, a diregao do deslizamento 
dependendo da polaridade estrutural do caminho. Todas elas geram movimento pelo 
acoplamento da hidrolise de nucleosideos trifosfato a mudangas conformacionais em 
larga escala (ver Figura 3-75). 


A organizagao e a divisao da celula bacteriana dependem de 
proteinas homologas as proteinas do citoesqueleto eucarioticas 



(C) I_I 


1 |xm 


Ao passo que as celulas eucarioticas geralmente sao grandes e morfologicamente com- 
plexas, as celulas de bacterias em geral possuem um tamanho de poucos micrometros e 
assumem uma morfologia simples, em forma de esferas ou bastoes. As bacterias tambem 
nao possuem redes elaboradas de organelas intracelulares delimitadas por membrana. 
Historicamente, os biologos assumiram que um citoesqueleto nao seria necessario em 
celulas assim tao simples. Agora sabemos, no entanto, que as bacterias contem homolo¬ 
gos de todos os tres tipos de filamentos do citoesqueleto eucariotico. Alem disso, tubuli- 
nas e actinas bacterianas sao mais diversificadas do que suas versoes eucarioticas, tanto 
nos tipos de arranjos que formam quanto nas fungoes que desempenham. 

Quase todas as bacterias e diversas arqueobacterias contem um homologo da tubu- 
lina, denominado FtsZ, que pode polimerizar em filamentos e organizar-se em um anel 
(denominado anel Z) na regiao em que e formado o septo, durante a divisao celular (Figura 
16-7). Apesar de o anel Z persistir por muitos minutos, os filamentos individuals dentro 
dele sao altamente dinamicos, cada filamento apresenta uma meia-vida media de cerca 
de 30 segundos. Conforme a bacteria procede sua divisao, o anel Z torna-se menor ate sua 
completa dissociagao e desaparecimento. Acredita-se que os filamentos FtsZ no anel Z 
deem origem a uma forga de flexao que impulsiona a invaginagao da membrana necessaria 
para que a divisao celular se complete. O anel Z pode tambem atuar como uma regiao para 
a localizagao das enzimas necessarias a construgao do septo entre as duas celulas-filhas. 

Muitas bacterias tambem contem homologos da actina. Dois desses homologos, 
MreB e Mbl, sao encontrados principalmente em celulas de forma cilmdrica ou em for¬ 
ma espiral, onde eles se agrupam para formar regioes dinamicas que se movem circun- 
ferencialmente ao longo do comprimento da celula (Figura 16-8A). Essas proteinas con- 
tribuem para a determinagao da forma celular, servindo como um molde que promove 
a smtese dos peptidoglicanos da parede celular, semelhantemente a forma como os mi- 
crotubulos auxiliam a organizagao da smtese da parede celular de celulose, nas celulas 


Figura 16-7 A proteina bacteriana FtsZ, um homologo da tubulina em procariotos. (A) Uma faixa de 
proteina FtsZ forma um anel em uma celula bacteriana em divisao. Este anel foi marcado pela fusao da proteina 
FtsZ a proteina verde fluorescente (GFP), o que permite a sua observagao em celulas de E. coli vivas com micros- 
copio de fluorescencia. (B) Filamentos e cfrculos FtsZ, formados in vitro, visualizados por microscopia eletronica. 
(C) Cloroplastos de uma alga vermelha em divisao ( vermelho) tambem se dividem usando um anel de proteina 
composto por FtsZ ( amarelo ). (A, de X. Ma, D.W. Ehrhardt e W. Margolin, Proc. Natl Acad. Sci. USA 93:12998- 
13003, 1996; B, de H.P. Erickson et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 93:519-523, 1996. Ambos com permissao de 
National Academy of Sciences; C, de S. Miyagishima et al., Plant Cell 13:2257-2268, 2001, com permissao de 
American Society of Plant Biologists.) 
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Figura 16-8 Homologos da actina determinam a forma das celulas em bacterias. (A) A proteina MreB forma diversas 
regioes compostas por filamentos lineares ou helicoidais curtos, entrelagados, que sao vistos movendo-se em drculos ao Ion- 
go do comprimento da bacteria e estao associados com os locais de sfntese de parede celular. (B) A bacteria comum do solo 
Bacillus subtilis normalmente forma celulas com forma regular em bastonete quando visualizada por microscopia eletronica 
de varredura ( esquerda). Em contraste, celulas de B. subtills que nao possuem o homologo de actina MreB ou Mbl crescem 
sob formas irregulares ou torcidas e acabam por morrer (no centro e a direita). (A, de P. Vats e L. Rothfield, Proc. Natl Acad. 
Sci. USA 104:17795-17800, 2007. Com permissao de National Academy of Sciences; B, de A. Chastanet e R. Carballido- 
-Lopez, Front. Bloscl. 4S:1582-1606, 2012. Com permissao de Frontiers in Bioscience.) 


dos vegetais superiores (ver Figura 19-65). Como acontece com FtsZ, os filamentos de 
MreB e Mbl sao altamente dinamicos, com meia-vida de alguns minutos, e a hidrolise de 
nucleotideos acompanha o processo de polimerizagao. As mutagoes que interrompem 
a expressao de MreB ou Mbl causam anomalias extremas relativas a forma da celula e 
defeitos na segregagao dos cromossomos (Figura 16-8B). 

As moleculas relacionadas a MreB e Mbl desempenham fungoes mais especializadas. 
Um homologo da actina em bacterias particularmente intrigante e ParM, que e codificado 
por um gene em certos plasmideos bacterianos que tambem contem genes responsaveis 
por resistencia a antibioticos e levam a disseminagao de resistencia a multiplos farmacos em 
epidemias. Os plasmideos bacterianos normalmente codificam todos os produtos genicos 
necessarios a sua propria segregagao, presumivelmente como estrategia para garantir sua 
heranga e propagagao em hospedeiros bacterianos apos a replicagao do plasmideo. ParM se 
organiza sob a forma de filamentos que, por sua vez, associam-se em cada extremidade com 
uma copia do plasmideo, e o crescimento do filamento ParM empurra as copias replicadas 
do plasmideo separando-as (Figura 16-9). Essa estrutura semelhante ao fuso aparentemen- 
te surge da estabilizagao seletiva de filamentos que se ligam a proteinas especializadas re- 
crutadas para as origens de replicagao dos plasmideos. Um parente distante da tubulina e 
do FtsZ, chamado de TubZ, tern uma fungao similar em outras especies bacterianas. 

Assim, a autoassociagao de proteinas de ligagao a nucleotideos em filamentos di¬ 
namicos e usada em todas as celulas, e as familias da actina e da tubulina sao muito 
antigas, pre-datando a separagao entre o reinos eucariotico e as bacterias. 

Pelo menos uma especie bacteriana, Caulobacter crescentus , parece conter uma 
proteina com similaridade estrutural significante com a ultima das tres principais classes 
de filamentos do citoesqueleto encontradas em celulas animais, ou seja, com os filamen¬ 
tos intermediaries. Uma proteina chamada crescentina forma uma estrutura filamentosa 
que influencia o incomum formato em semicirculo dessa especie; quando o gene que 
codifica a crescentina e interrompido, as celulas de Caulobacter crescem como hastes 
retas (Figura 16-10). 



Figura 16-9 Papel do homologo de 
actina ParM na segregagao de plasmi¬ 
deos em bacterias. (A) Alguns plasmi¬ 
deos bacterianos de resistencia a farmacos 
(em laranja) codificam um homologo da 
actina, ParM, que sofre nucleagao espon- 
tanea formando pequenos filamentos 
dinamicos (em verde) no interior do cito- 
plasma da bacteria. Uma segunda proteina 
codificada no plasmideo chamada ParR 
(em azul) se liga a sequences especificas 
de DNA sobre o plasmideo, alem de es- 
tabilizar as extremidades dinamicas dos 
filamentos de ParM. Quando o plasmideo 
se duplica, ambas as extremidades dos fila¬ 
mentos ParM tornam-se estabilizadas, e os 
filamentos de ParM crescentes empurram 
os plasmideos duplicados para extremida¬ 
des opostas da celula. (B) Nestas celulas 
bacterianas, que possuem um plasmideo 
de resistencia a farmacos, os plasmideos 
estao corados em vermelho, e a proteina 
ParM, em verde. A esquerda, um peque- 
no feixe de filamentos ParM conecta os 
plasmideos-filhos logo apos sua duplica- 
gao. A direita, filamentos ParM totalmente 
polimerizados empurram os plasmideos 
duplicados para os polos da celula. (A, 
adaptada de E.C. Garner, C.S. Campbell 
e R.D. Mullins, Science 306:1021-1025, 
2004; B, de J. Moller-Jensen et al., Mol. 

Cell 12:1477-1487, 2003. Com permissao 
de Elsevier.) 
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Figura 16-10 Caulobacter e crescen- 
tina. A bacteria Caulobacter crescentus, 
que apresenta um formato de foice, 
expressa uma proteina, a crescentina, 
que possui uma serie de domfnios su- 
pertorcidos similares em tamanho e 
organizagao aos domfnios dos filamentos 
intermediaries eucarioticos. (A) A proteina 
crescentina forma uma fibra ( vermelho) 
que se distribui ao longo da superffeie 
interna da parede celular curva da bac¬ 
teria. (B) Quando o gene e interrompido, 
as bacterias crescem como hastes retas 
(embaixo). (De N. Ausmees, J.R. Kuhn e C. 
Jacobs-Wagner, Cell 115:705-713, 2003. 
Com permissao de Elsevier.) 



Resumo 

O citoplasma das celulas eucarioticas e organizado espacialmente em uma rede de pro- 
temas filamentosas conhecida como citoesqueleto. Essa rede contem tres tipos principais 
de filamentos: filamentos de actina, microtubulos e filamentos intermediaries. Todos esses 
tres tipos de filamentos se organizam em arranjos helicoidais a partir de subunidades que 
se autoassociam usando uma combinagao de contatos proteicos extremidade-extremida- 
de e laterais-laterais. As diferengas na estrutura das subunidades e na maneira pela qual 
elas se autoassociam conferem aos diferentes filamentos propriedades mecanicas diversas. 
A dissociagao e associagao das subunidades remodelam constantemente todos os tres tipos 
de filamentos do citoesqueleto. A actina e a tubulina (as subunidades dos filamentos de ac¬ 
tina e dos microtubulos, respectivamente) ligam e hidrolisam nucleosideos trifosfato (ATP 
e GTP respectivamente) e se organizam cabega-cauda formando filamentos polarizados 
capazes de gerarforga. Em celulas vivas, as protemas acessorias modulam a dinamica e a 
organizagao dos filamentos do citoesqueleto, resultando em eventos complexos como a di- 
visao ou a migragao celular, e dando origem a uma elaborada arquitetura celular para a 
formagao de tecidos polarizados como os epitelios. As celulas bacterianas tambem contem 
homologos da actina, da tubulina e dos filamentos intermediarios queformam estruturas 
dinamicas que ajudam a controlar o formato e a divisao das celulas. 


ACTINA E PROTEINAS DE LIGAgAO A ACTINA 

O citoesqueleto de actina desempenha uma ampla gama de fungoes em diferentes tipos 
de celulas. Cada subunidade de actina, chamada as vezes de actina globular ou actina G, 
e um polipeptideo de 375 aminoacidos firmemente associado a uma molecula de ATP 
ou ADP (Figura 16-11 A). A actina e extraordinariamente conservada entre os eucariotos. 
As sequencias de aminoacidos da actina de diferentes especies de eucariotos geralmente 
tern similaridade na ordem de 90%. As pequenas variagoes na sequencia de aminoacidos 
da actina podem gerar diferengas funcionais significativas. Nos vertebrados, por exem- 
plo, existem tres isoformas de actina, denominadas a, (3, e 7 , que diferem ligeiramente 
em suas sequencias de aminoacidos e tern fungoes distintas. A a-actina e expressa ape- 
nas nas celulas musculares, enquanto a (3 e a 7 -actina sao encontradas, em conjunto, em 
quase todas as celulas nao musculares. 


Subunidades de actina se associam em um arranjo tipo 
cabega-cauda para criar filamentos polares flexiveis 

As subunidades de actina unem-se em um arranjo tipo cabega-cauda para formar uma 
helice rigida, destrogira, que forma uma estrutura de aproximadamente 8 nm de largura 
chamada actina F ou actina filamentosa (Figura 16-1 IB e C). Visto que todas as subuni¬ 
dades assimetricas de actina de um filamento apontam na mesma diregao, os filamentos 
sao polares e possuem extremidades estruturalmente diferentes: uma extremidade me- 
nos (-) de crescimento lento e uma extremidade mais (+) de crescimento mais rapido. 
A extremidade menos (-) tambem e referida como a “extremidade da ponta ; , ; e a extre¬ 
midade mais (+), como a “extremidade da pena” em uma alusao a aparencia em “seta” 
do complexo formado pelos filamentos de actina e pela proteina motora miosina (Figura 
16-12). Dentro do filamento, as subunidades estao posicionadas com sua fenda de liga- 
gao a nucleotideos direcionada para a extremidade menos (-). 
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Os filamentos de actina individualmente sao bastante flexfveis. A rigidez de um fi- 
lamento pode ser caracterizada por seu comprimento de persistencia, o comprimento mi- 
nimo do filamento no qual flutuagoes termicas aleatorias sao suscetiveis de provocar sua 
curvatura. O comprimento de persistencia de um filamento de actina e de apenas algumas 
dezenas de micrometros. Em uma celula viva, no entanto, as proteinas acessorias provo- 
cam interligagoes e agrupam os filamentos em feixes, originando estruturas de actina de 
maior escala que sao muito mais rigidas do que os filamentos individuals de actina. 

A nucleagao e a etapa limitante na formagao dos 
filamentos de actina 

A regulagao da formagao dos filamentos de actina e um importante mecanismo pelo 
qual as celulas controlam sua forma e movimento. Pequenos oligomeros de subunida- 
des de actina podem formar arranjos de forma espontanea, mas eles sao instaveis e se 
dissociam facilmente, pois cada monomero e ligado a apenas um ou dois outros mo- 
nomeros. Para que um novo filamento de actina seja formado, as subunidades devem 
associar-se em um agregado inicial, ou nucleo, o qual sera estabilizado por varios conta- 
tos entre as subunidades e, so entao, podera sofrer um rapido crescimento pela adigao de 
novas subunidades. Esse processo e chamado de nucleagao do filamento. 


Figura 16-11 Estruturas de um mo¬ 
nomero de actina e de um filamento 
de actina. (A) 0 monomero de actina 
possui um nucleotideo (ATP ou ADP) liga¬ 
do a uma profunda fenda no centra da 
molecula. (B) Arranjo de monomeros em 
um filamento constituido por dois proto- 
filamentos, mantidos juntos por contatos 
laterais, e que se enrolam um ao outro 
como duas fitas paralelas de uma helice, 
com uma torgao repetida a cada 37 nm. 
Todas as subunidades de um filamento 
apresentam a mesma orientagao. (C) Fo- 
tomicrografia eletronica de filamento de 
actina em coloragao negativa. (C, cortesia 
de Roger Craig.) 
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Figura 16-12 Polaridade estrutural do 
filamento de actina. (A) Esta fotomi- 
crografia eletronica mostra um filamento 
de actina polimerizado a partir de um 
filamento inicial curto de actina associado 
a domfnios motores da miosina, resultan- 
do em um padrao de seta. 0 filamento 
cresceu muito mais rapidamente na extre¬ 
midade "pena" (+) que na extremidade 
"ponta" (-). (B) Imagem ampliada e 
modelo mostrando o padrao "seta". (A, 
cortesia de Tom Pollard; B, adaptado de M. 
Whittaker, B.O. Carraghere K.A. Milligan, 
Ultramicro. 54:245-260, 1995.) 
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Figura 16-13 Curva de tempo da polimerizagao de actina em um tubo de ensaio. (A) A polimerizagao de 
subunidades de actina puras em filamentos ocorre apos uma fase de retardo. (B) A polimerizagao ocorre mais 
rapidamente na presenga de fragmentos pre-formados de filamentos de actina, que atuam como nucleos para 
o crescimento do filamento. A porcentagem de subunidades livres apos a polimerizagao reflete a concentragao 
critica (C c ), em que nao ha mudanga liquida no polimero. A polimerizagao de actina e frequentemente estudada 
atraves da observagao da mudanga na emissao de luz de uma sonda fluorescente, chamada pireno, que foi 
covalentemente ligada a actina. 0 pireno-actina fluoresce mais intensamente quando esta incorporado a fila¬ 
mentos de actina. 


Muitas caracteristicas da nucleagao e da polimerizagao de actina foram estudadas 
com actina purificada em tubos de ensaio (Figura 16-13). A instabilidade dos pequenos 
agregados de actina cria uma barreira cinetica para a nucleagao. Quando a polimeri¬ 
zagao e iniciada, essa barreira resulta em uma fase de retardo, durante a qual nao sao 
formados filamentos. Durante essa fase de retardo, no entanto, alguns dos pequenos 
agregados instaveis conseguem fazer a transigao para uma forma mais estavel que se 
assemelha a um filamento de actina. Isso leva a uma fase de alongamento rapido do fila¬ 
mento, durante a qual subunidades sao rapidamente adicionadas as extremidades dos 
filamentos nucleados (Figura 16-13A). Finalmente, conforme a concentragao de mono- 
meros de actina diminui, o sistema se aproxima de um estado estacionario no qual a 
taxa de adigao de novas subunidades na extremidade do filamento alcanga um equili¬ 
brio exato com a taxa de dissociagao de subunidades. A concentragao de subunidades 
livres que permanece em solugao nesse momento e chamada de concentragao critica , 
C c . Como explicado no Painel 16-2, o valor da concentragao critica e igual a constante 
de velocidade para perda de subunidades dividida pela velocidade constante da adigao 
de subunidades - ou seja, C c = k oi Jk on , que e igual a constante de dissociagao, K d , e o 
inverso da constante de equilibrio, K (ver Figura 3-44). Em um tubo de ensaio, a C c para 
a polimerizagao de actina - ou seja, a concentragao de monomeros de actina livres na 
qual a fragao de actina no polimero para de aumentar - e de aproximadamente 0,2 piM. 
Dentro da celula, a concentragao de actina nao polimerizada e muito maior do que isso, 
e a celula desenvolveu mecanismos para impedir que a maioria dos seus monomeros de 
actina sejam arranjados em filamentos, como discutiremos mais tarde. 

A fase de retardo no crescimento do filamento e eliminada se filamentos-base pre- 
existentes (como fragmentos de filamentos de actina que foram quimicamente interli- 
gados) sao adicionados a solugao no inicio da reagao de polimerizagao (Figura 16-13B). 
A celula tira grande proveito dessa necessidade de nucleagao: ela utiliza proteinas espe- 
ciais para catalisar a nucleagao de filamentos em regioes especificas, definindo, desse 
modo, onde novos filamentos de actina deverao ser formados. 

Os filamentos de actina possuem duas extremidades distintas 
com diferentes taxas de crescimento 

Devido a orientagao uniforme das subunidades assimetricas de actina no filamento, as es- 
truturas das duas extremidades sao diferentes. Essa orientagao faz as duas extremidades de 
cada polimero serem diferentes entre si, e estas diferengas refletirao nas taxas de crescimen¬ 
to do filamento. As constantes cineticas de velocidade para a associagao e a dissociagao de 
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subunidades de actina - k on e /c off; respectivamente - sao muito maiores para a extremidade 
mais do que para a extremidade menos. Isso pode ser visto quando se permite o arranjo de 
uma solugao extremamente concentrada de monomeros de actina purificados sobre fila- 
mentos marcados de acordo com a polaridade - a extremidade mais do filamento se alonga 
ate dez vezes mais rapido (ver Figura 16-12). Se os filamentos sao rapidamente diluidos, de 
tal modo que a concentragao de subunidades livres venha a situar-se abaixo da concentra¬ 
gao critica, a extremidade mais (+) tambem sofrera uma dissociagao mais rapida. 

E importante observar, no entanto, que as duas extremidades de um filamento de 
actina tern a mesma afinidade liquida pelas subunidades de actina, se todas as subunida¬ 
des estiverem no mesmo estado de nucleotideo. A adigao de uma subunidade a qualquer 
uma das extremidades de um filamento com n subunidades resultara em um filamento de 
n+ 1 subunidades. Entao, a diferenga de energia livre e, como consequencia, a constante de 
equilibrio (e a concentragao critica) devem ser as mesmas para a adigao de subunidades em 
qualquer uma das duas extremidades do polimero. Nesse caso, a razao das constantes de ve- 
locidade, /c 0ff //c 0n , deve ser identica nas duas extremidades, mesmo que os valores absolutos 
das constantes de velocidade sejam muito diferentes em cada extremidade (ver Painel 16-2). 

A celula aproveita-se da dinamica e da polaridade dos filamentos de actina para 
realizar trabalho mecanico. O crescimento do filamento ocorre de forma espontanea 
quando o equilibrio de energia livre (AG) para a adigao de subunidades soluveis e me- 
nor que zero. Esse e o caso quando a concentragao de subunidades em solugao excede 
a concentragao critica. Uma celula pode acoplar um processo energeticamente desfa- 
voravel a esse processo espontaneo; assim, a celula pode usar a energia livre liberada 
durante a polimerizagao espontanea do filamento para mover uma carga associada. Por 
exemplo, ao orientar as extremidades mais (+), de rapido crescimento, dos filamentos 
de actina em diregao a sua borda anterior, uma celula com capacidade de movimento 
pode empurrar a sua membrana plasmatica para a frente, como discutiremos mais tarde. 

A hidrolise de ATP nos filamentos de actina induz o 
comportamento de rolamento em estado estacionario 

Ate agora, em nossa discussao da dinamica dos filamentos de actina, ignoramos o fato 
critico que a actina pode catalisar a hidrolise do nucleosideo trifosfato ATP. No caso das 
subunidades de actina livres, essa hidrolise ocorre de forma bastante lenta; no entanto o 
processo e acelerado quando as subunidades estao incorporadas nos filamentos. Logo 
apos ocorrer a hidrolise de ATP, o grupo fosfato livre e liberado de cada subunidade, mas 
o ADP permanece preso na estrutura do filamento. Assim, dois tipos diferentes de es- 
truturas de filamento podem existir, um sob a “forma T" referente ao nucleotideo ligado 
(ATP) e outro sob a “forma D” tambem referente ao nucleotideo ligado (ADP). 

Quando o nucleotideo e hidrolisado, grande parte da energia livre liberada pela 
clivagem da ligagao fosfato-fosfato e armazenada no polimero. Isso faz a alteragao de 
energia livre para a dissociagao de uma subunidade de polimero da forma D mais nega- 
tiva que a alteragao de energia livre para a dissociagao de uma subunidade de polimero 
na forma T. Consequentemente, a razao de k off /lc on para o polimero sob a forma forma D, 
que e numericamente igual a sua concentragao critica C c (D), e maior do que a razao cor- 
respondente para o polimero sob a forma T. Dessa forma, C c (D) e maior do que C c (T). Em 
determinadas concentragoes de subunidades livres, os polimeros de forma D sofrerao 
encurtamento, enquanto os polimeros de forma T estarao em crescimento. 

Em celulas vivas, a maioria das subunidades de actina soluveis esta sob a forma T, 
visto que a concentragao livre de ATP e aproximadamente dez vezes maior que a de ADP. 
No entanto, quanto mais tempo as subunidades estiverem nos filamentos de actina, mais 
provavelmente terao seu ATP hidrolisado. A velocidade de hidrolise em comparagao com 
a velocidade de adigao de subunidades define se a subunidade em cada extremidade de 
um filamento estara sob a forma T ou D. Se a concentragao de monomeros de actina e 
maior que a concentragao critica para ambas as forma T e D do polimero, entao serao adi- 
cionadas subunidades ao polimero em ambas as extremidades antes que os nucleotideos 
nas subunidades adicionados anteriormente tenham sido hidrolisados; como resultado, 
as pontas dos filamentos de actina permanecerao sob a forma T. Por outro lado, se a con¬ 
centragao de subunidades e menor do que as concentragoes criticas para ambas as formas 
T e D do polimero, entao a hidrolise podera ocorrer antes que a proxima subunidade seja 



TAXAS DE ADigAO E TAXAS 
DE REMOgAO 

Um polimero linear de moleculas proteicas, como 
um filamento de actina ou um microtubulo, 
associa-se (polimeriza) e dissocia-se (despolimeriza) 
pela adi^ao ou remo^ao de subunidades nas 
extremidades do polimero. A taxa de adi^ao 
dessas subunidades (chamadas de monomeros) e 
dada pela taxa constante k on , expressa em 
M _1 s -1 . A taxa de remo^ao e dada por k off 
(unidades de s _1 ). 

Polimero (com n subunidades) subunidade 



Polimero (com n + 1 subunidades) 


NUCLEA^AO Um polimero helicoidal e estabilizado por multiplos contatos 
entre as subunidades adjacentes. No caso da actina, duas moleculas de actina 
sofrem ligagao relativamente fraca, uma em relagao a outra, mas a adigao de um 
terceiro monomero de actina formando um trimero torna este grupo mais estavel, 




Adi^oes subsequentes de monomeros podem ocorrer sobre este trimero, que atuara 
como um nucleo para a polimeriza^ao. No caso da tubulina, o nucleo e maior e tern 
uma estrutura mais complicada (possivelmente sendo feito de um anel com 13 ou mais 
moleculas de tubulina), mas o principio basico e o mesmo. 

A associagao de um nucleo e relativamente lenta, o que explica a fase de retardo 
observada durante a polimeriza^ao. Essa fase de retardo pode ser reduzida ou 
inteiramente abolida se nucleos pre-formados, como fragmentos de microtubulos ou 
filamentos de actina ja polimerizados, forem adicionados. 


CONCENTRAgAO CRfTICA 

O numero de monomeros que sao adicionados ao 
polimero (filamento de actina ou microtubulo) por 
segundo sera proporcional a concentra^ao de 
subunidades livres ( k on Q ; no entanto, as 
subunidades deixarao a extremidade livre sob uma 
taxa constante (k off ), a qual nao depende de C. 
Conforme o polimero cresce, as subunidades sao 
utilizadas, e C diminui ate alcan^ar um valor 
constante, chamado de concentragao critica (C). 
Nessa concentragao, a taxa de adi^ao de 
subunidades se iguala a taxa de dissociagao de 
subunidades. 

Neste equilibrio, 

^on ^ = ^off 


CURVA DE TEMPO DA POLIMERIZA^AO 

A polimerizagao de proteinas sob a forma de um longo polimero helicoidal como um 
filamento do citoesqueleto ou um flagelo de bacteria apresenta, caracteristicamente, 
a seguinte curva de tempo: 
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A fase de retardo corresponde ao tempo necessario a nuclea^ao. Tem P° 



de tal forma que 

Q = 



(onde K d e a constante de dissocia^ao; 
ver Figura 3-44). 


A fase de crescimento ocorre enquanto os monomeros sao adicionados as 
extremidades do filamento, levando ao aumento do seu comprimento. 

A fase de equilibrio, ou estado estacionario, e alcan^ada quando o crescimento do 
polimero devido a adi^ao de monomeros e exatamente equilibrado pelo 
encurtamento do polimero devido a dissociagao de monomeros. 


EXTREMIDADES MAIS (+) E EXTREMIDADES MENOS (-) 


As duas extremidades de um filamento de actina ou de microtubulo 
polimerizam sob diferentes taxas. A extremidade de crescimento 
mais rapido e denominada extremidade mais (+), enquanto a 
extremidade que apresenta crescimento mais lento e chamada de 
extremidade menos (-). A diferen^a entre as taxas de crescimento das 
duas extremidades se deve a alteragbes conformacionais que ocorrem 
em cada subunidade conforme elas se integram ao polimero. 

Subunidade Subunidade 

livre no polimero 


Essa altera^ao conformacional afeta a velocidade na qual as 
subunidades se ligam as duas extremidades. 

Mesmo se k on e k off tiverem valores diferentes para as extremidades 
mais e menos do polimero, a rela^ao kJk oii - e desse modo C - 
devera ser a mesma em ambas as extremidades no caso de uma 
rea^ao de polimerizagao simples (sem hidrolise de ATP ou GTP). Isso 
ocorre porque exatamente as mesmas intera^oes de subunidade sao 
quebradas quando uma subunidade e perdida em qualquer uma 
das extremidades, e o estado final da subunidade apos a dissocia^ao 
e identico em ambos os casos. Desse modo, o AG para a perda de 


— 
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Extremidade 
menos (-) 

Extremidade 
mais (+) 

| LENTO 

rApido | 





subunidades, o qual determina a constante de equilibrio para a sua 
associa^ao com a extremidade, e identico em ambas as 
extremidades: se a extremidade mais (+) cresce quatro vezes mais 
rapidamente do que a extremidade menos (-), ela tambem sofre 
encurtamento quatro vezes mais rapido. Assim, para C > C ambas as 

extremidades crescem; para C < C, 

ambas as extremidades sofrem 


encurtamento. 

A hidrolise de nucleosideo trifosfato que acompanha a 
polimeriza^ao de actina e de tubulina elimina essa restri^ao. 


























HIDROLISE DE NUCLEOTIDEOS 

Cada molecula de actina apresenta uma molecula de ATP ligada com alta afinidade e que e 
hidrolisada em uma molecula de ADP ligada com alta afinidade logo apos sua adigao ao 
polimero. De forma semelhante, cada molecula de tubulina apresenta uma molecula de GTP 
ligada com alta afinidade que e convertida em uma molecula de GDP fortemente associada 

logo apos sua adi^ao ao polimero. _ _ __ _ <T = monomero ligado a ATP 

T -► T f -► D ou eTP > 

- - - - (D = monomero ligado a 

Monomero Iivre Subunidade no polimero ADPouGDP) 

A hidrolise do nucleotideo associado reduz a afinidade de liga^ao da subunidade pelas 
subunidades adjacentes e torna mais provavel a dissocia0o desta subunidade na extremidade 
do filamento (ver Figura 16-44 para um modelo desse mecanismo). 

E geralmente a forma T que e adicionada ao filamento e a forma D que sofre dissociagao. 
Considerando apenas os eventos na extremidade mais (+): 

T 

D D D D D T 


D 


D 


Como anteriormente, o polimero crescera ate C = C c . Para fins ilustrativos, podemos ignorar 
k D on e k J on uma vez que eles geralmente sao muito pequenos, de tal modo que o 
crescimento do polimero cessara quando 

fc D off 

k J on C = k D of f OU C c = k T 


Esse e um estado estacionario e nao um equilibrio verdadeiro, pois o ATP ou o GTP que e 
hidrolisado devera ser reposto por reaches de troca de nucleotideos de subunidades livres 


(■— 41 )- 


CAPAS ATP E CAPAS GTP 


A taxa de adiqao de subunidades em um 
filamento de actina ou microtubulo em 
crescimento pode ser mais rapida do que a taxa 
na qual seus nucleotideos associados sao 
hidrolisados. Sob essas condigoes, a extremidade 
possuira uma "capa" de subunidades contendo 
o nucleosideo trifosfato - uma capa de ATP 
no caso de filamentos de actina ou uma capa de 
GTP no caso de microtubulos. 




I_I 

capa de ATP ou de GTP 


INSTABILIDADE DINAMICA e 
ROLAMENTO sao dois comportamentos 
observados em polimeros do citoesqueleto. 
Ambos estao associados a hidrolise de 
nucleotideos trifosfato. Acredita-se que a 
instabilidade dinamica predomine em 
microtubulos e que o rolamento deva 
predominar em filamentos de actina. 


ROLAMENTO (OU MOVIMENTO ESTACIONARIO) 

Uma consequencia da hidrolise de nucleotideos que acompanha a forma^ao do polimero 
e a mudanqa da concentra^ao critica em ambas as extremidades do polimero. 
Considerando que /r D off e k r on referem-se a diferentes reaches, sua relagao 
k D on /k T on nao precisa ser a mesma em ambas as extremidades do polimero, 
de modo que: 

C c (extremidade menos,) > C c (extremidade mais) 
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Desse modo, se ambas as extremidades de um polimero estao expostas, a polimerizagao 
prossegue ate que a concentragao do monomero livre alcance um valor que seja acima 
de C. para a extremidade mais (+) e abaixo de C para a extremidade menos (-). 

Neste estado estacionario, as subunidades estarao sendo, na media, associadas a 
extremidade mais (+) e, na media, dissociadas da extremidade menos (-) sob taxas 
identicas. O polimero mantera um tamanho constante, mesmo considerando-se que 
existe um fluxo liquido de subunidades atraves do polimero, denominado rolamento ou movimento 


9 


estacionario. 


INSTABILIDADE DINAMICA 

Os microtubulos se dissociam aproximadamente cem vezes mais rapido de extremidades que contem tubulina 
GDP do que extremidades que contem tubulina GTP. Um quepe de GTP favorece o crescimento, mas, se for perdido, 
ocorrera despolimerizagao. 

Quepe GTP 


r 


n 



CRESCIMENTO I 


I 

1 

ENCURTAMENTO 


Microtubulos isolados podem, portanto, alternar periodos de lento crescimento e periodos 
de rapida dissociagao, um processo conhecido como instabilidade dinamica. 





















904 PARTE IV Organizagao interna da celula 


Figura 16-14 O rolamento de um fi- 
lamento de actina e possfvel devido 
a hidrolise de ATP apos a adigao de 
subunidades. (A) Explicagao para as 
diferentes concentragoes crfticas (C c ) nas 
extremidades mais (+) e menos (-). As 
subunidades com ATP ligado (subunidades 
na forma T) sofrem polimerizagao em 
ambas as extremidades do filamento cres- 
cente e, em seguida, passam por hidrolise 
de nucleotideos dentro do filamento. 
Conforme o filamento cresce, o alonga- 
mento e mais rapido que a hidrolise na 
extremidade mais (+) neste exemplo, e as 
subunidades terminals desta extremidade 
estao, portanto, sempre sob a forma T. No 
entanto, a hidrolise e mais rapida do que 
o alongamento na extremidade menos (-), 
de tal forma que as subunidades terminals 
nesta extremidade estao sob a forma D. 

(B) 0 rolamento ocorre em concentragoes 
intermediarias de subunidades livres. A 
concentragao critica para polimerizagao 
em uma extremidade do filamento sob a 
forma T e menor do que em uma extre¬ 
midade do filamento sob a forma D. Se a 
concentragao real de subunidades esta em 
algum ponto entre esses dois valores, a 
extremidade mais (+) cresce, enquanto a 
extremidade menos (-) diminui, resultando 
no rolamento. 



A adigao na extremidade A adigao na extremidade mais (+) 

menos (-) e lenta - a hidrolise alcanna e rapida - a hidrolise encontra-se 

o ponto de adigao de subunidades atrasada em relagao a 

adigao de subunidades 


(A) 


C c (T) < C c (D) 


(B) 


Para C c (T) < C < C c (D) 
ocorre rolamento 


adicionada, e ambas as extremidades do filamento estarao sob a forma D e encurtarao. Sob 
concentragoes intermediarias das subunidades de actina, e possivel que a velocidade de 
adigao de subunidades seja mais rapida do que a hidrolise de nucleotideos na extremida¬ 
de mais (+), porem mais lenta do que a hidrolise de nucleotideos na extremidade menos 
(-). Nesse caso, a extremidade mais (+) do filamento permanecera na conformagao T, 
enquanto a extremidade menos (-) adotara a conformagao D. O filamento, entao, sofre 
uma adigao liquida de subunidades na extremidade mais (+), enquanto simultaneamente 
perde subunidades na extremidade menos (-). Isso leva a uma propriedade caracteristica 
do filamento denominada rolamento (Figura 16-14; ver Painel 16-2). 

Sob uma concentragao intermediaria particular de subunidades, o crescimento do 
filamento na extremidade mais (+) se encontra exatamente balanceado pela dissociagao 
de subunidades da extremidade menos (—). Nessas condigoes, as subunidades alternam 
rapidamente entre os estados livre ou ligado ao filamento, enquanto o comprimento to¬ 
tal do filamento permanece inalterado. Esse ponto de “rolamento de repouso” requer 
consumo constante de energia sob a forma de hidrolise de ATP. 

As fungoes dos filamentos de actina sao inibidas por qufmicos 
tanto estabilizadores quanto desestabilizadores do polfmero 

Compostos quimicos que estabilizam ou desestabilizam os filamentos de actina sao fer- 
ramentas importantes para o estudo do comportamento dinamico dos filamentos e de 
suas fungoes nas celulas. As citocalasinas sao produtos de fungos que impedem a po¬ 
limerizagao da actina pela ligagao a extremidade mais (+) dos filamentos de actina. A 
latrunculina impede a polimerizagao da actina pela sua ligagao a subunidades de actina. 
As faloidinas sao toxinas isoladas do cogumelo Amanita que se ligam firme e lateralmen- 
te aos filamentos da actina estabilizando-os e evitando a despolimerizagao. Todos esses 
compostos causam mudangas dramaticas no citoesqueleto de actina e sao toxicos para 
as celulas, indicando que a fungao dos filamentos de actina depende de um equilibrio 
dinamico entre os filamentos e os monomeros de actina (Tabela 16-1). 


ft Compostos quimicos inibidores da actina e dos microtubulos 

Composto quimico Efeito nos filamentos 

Mecanismo 

Fonte original 

Actina 

Latrunculina 

Despolimeriza 

Liga-se a subunidades de actina 

Esponjas 

Citocalasina B 

Despolimeriza 

Promove 0 capeamento da 
extremidade mais (+) do filamento 

Fungos 

Faloidina 

Estabiliza 

Liga-se sobre os filamentos 

Cogumelos Amanita 


Microtubulos 


Paclitaxel 

Estabiliza 

Liga-se sobre os filamentos 

Teixo 

Nocodazol 

Despolimeriza 

Liga-se a subunidades de tubulina 

Sintetico 

Colchicina 

Despolimeriza 

Promove 0 capeamento das 
extremidades do filamento 

Crocus 























CAPITUL0 16 Citoesqueleto 905 


Protefnas de ligagao a actina influenciam a dinamica e a 
organizagao dos filamentos 

Em um tubo de ensaio, a polimerizagao da actina e controlada simplesmente pela sua 
concentragao, como descrito anteriormente, pelo pH e pela concentragao de sais e ATP. 
Dentro de uma celula, no entanto, o comportamento da actina e tambem regulado por 
numerosas protemas acessorias que se ligam aos monomeros ou filamentos da actina 
(resumido no Painel 16-3). No estado estacionario, in vitro , quando a concentragao do 
monomero e igual a 0,2 |jlM, a meia-vida do filamento, uma medida referente a quanto 
tempo um monomero de actina individual gasta em um filamento em rolamento, e de 
aproximadamente 30 minutos. Em uma celula nao muscular de vertebrados, a meia-vida 
da actina nos filamentos e de apenas 30 segundos, demonstrando que fatores celulares 
modificam o comportamento dinamico dos filamentos de actina. As protemas de ligagao 
a actina alteram drasticamente a dinamica e a organizagao dos filamentos da actina por 
meio de controle espacial e temporal da disponibilidade do monomero, da nucleagao do 
filamento, do alongamento e da despolimerizagao. Nas segoes a seguir, descreveremos 
como essas protemas acessorias modificam a fungao da actina na celula. 

A disponibilidade de monomeros controla a polimerizagao dos 
filamentos de actina 

Na maioria das celulas nao musculares dos vertebrados, aproximadamente 50% da ac¬ 
tina estao em filamentos, e 50%, em solugao - e, mesmo assim, a concentragao do mo¬ 
nomero em solugao e de 50 a 200 pM, bem acima da concentragao critica. Por que tao 
pouco da actina polimeriza em filamentos? A razao e que as celulas contem protemas 
que se ligam aos monomeros de actina e tornam a polimerizagao muito menos favoravel 
(uma agao semelhante a droga latrunculina). A mais abundante dessas protemas e uma 
pequena protema chamada de timosina. Os monomeros de actina ligados a timosina 
estao em um estado de bloqueio, nao podendo associar-se nem a extremidade mais (+) 
nem a extremidade menos (—) dos filamentos de actina, e nao sao capazes de hidrolisar 
ou modificar o nucleotideo ao qual estao ligados. 

Como, entao, as celulas recrutam monomeros de actina a partir desse conjunto blo- 
queado para utiliza-los para a polimerizagao? A resposta depende de uma outra protema 
de ligagao a monomeros chamada de profilina. A profilina liga-se a face do monomero de 
actina que e oposta a fenda de ligagao ao ATP, bloqueando a lateral do monomero que 
normalmente se associaria a extremidade menos (-) do filamento, ao mesmo tempo em 
que deixa exposto o sitio do monomero que se liga a extremidade mais (+) (Figura 16-15). 
Quando o complexo de profilina-actina liga-se a uma extremidade mais (+) livre, uma mu- 
danga conformacional na actina reduz a sua afinidade pela profilina e ela e liberada, tor- 
nando o filamento de actina uma subunidade mais longa. A profilina compete com a timo¬ 
sina pela ligagao a monomeros de actina individuals. Assim, regulando a atividade local da 
profilina, as celulas podem controlar o movimento de subunidades de actina sequestradas 
ligadas a timosina para as extremidades mais (+) dos filamentos. 

Varios mecanismos regulam a atividade da profilina, entre eles a fosforilagao da 
profilina e sua ligagao a fosfolipideos inositol. Esses mecanismos podem definir as re- 
gioes onde a profilina atuara. Por exemplo, a profilina e necessaria para a polimeriza¬ 
gao do filamento na membrana plasmatica, onde ela e recrutada por uma interagao com 
fosfolipideos acidicos da membrana. Nesse ponto, sinais extracelulares podem ativar a 
profilina de modo a produzir polimerizagao localizada de actina, provocando tambem 
a extensao de estruturas de locomogao ricas em actina como filopodios e lamelipodios. 

Fatores de nucleagao de actina aceleram a polimerizagao e geram 
filamentos lineares ou ramificados 

Alem da disponibilidade de subunidades de actina ativas, um segundo pre-requisito para a 
polimerizagao da actina celular e a nucleagao do filamento. As protemas que contem moti- 
vos de ligagao a monomeros de actina ligados em sequencia medeiam o mais simples dos 
mecanismos de nucleagao do filamento. Essas protemas de nucleagao de actina aproximam 



FILAMENTOS DE ACTINA 
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Formina 

Promove a nuclea^ao da 
polimeriza^ao e permanece associada 
a extremidade mais (+) em crescimento 


Timosina 

Liga-se a subunidades, 
evita a associa^ao 


Complexo Arp 2/3 




9 

9 



Promove a nuclea^ao da 
polimerizagao para a formagao de 
uma rede e permanece associado 
a extremidade menos (-) 
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Profilina 

Liga-se a subunidades, 
acelera o crescimento 


Tropomodulina 

Evita a associa^ao e a dissocia^ao 
na extremidade menos (-) 


AAAAA 

Cofilina 

Liga-se a filamentos com 
ADP-actina, acelera a dissocia^ao 



Tropomiosina 
Estabiliza o filamento 


Gelsolina 


Protefna de capeamento 


Rompe os filamentos e se 
liga a extremidade mais (+) 


Evita a associagao e a dissociagao 
na extremidade mais (+) 
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Fimbrina 
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Associagao em feixes, interliga^ao e ligagao a membranas 
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Espectrina 


ERM 


Algumas das principais protemas acessorias do citoesqueleto de actina. Excetuando-se as protemas motoras miosina, e ilustrado 
um exemplo para cada um dos principais tipos. No entanto, a maioria das celulas contem mais de uma centena de protemas de 
liga^ao a actina diferentes, e e provavel que existam tipos importantes de protemas de associagao a actina que ainda nao 
foram identificados. 
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Monomero de 
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Crescimento da 
extremidade mais 
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Complexo actina-profilina 



Complexo actina-timosina 

A PROFILINA COMPETE COM A TIMOSINA PELA LIGA^AO AOS MONOMEROS 
DE ACTINA E PROMOVE A POLIMERIZA^AO DOS FILAMENTOS 


Figura 16-15 Efeitos da timosina e da profilina na polimerizagao da actina. Um monomero de actina 
ligado a timosina e estericamente impedido de ligar-se e alongar a extremidade mais (+) de um filamento de 
actina (esquerda). Um monomero de actina ligado a profilina, por outro lado, e capaz de prolongar um fila¬ 
mento ( direita ). A timosina e a profilina nao podem, ambas, ligarem-se a um unico monomero de actina ao 
mesmo tempo. Em uma celula na qual a maioria dos monomeros de actina esta ligado a timosina, a ativagao de 
uma pequena quantidade de profilina pode produzir uma rapida organizagao dos filamentos. Como indicado 
{imagem inferior), a profilina se liga a monomeros de actina que sao transitoriamente liberados do conjunto de 
monomeros ligados a timosina, encaminha-os para as extremidades mais (+) dos filamentos de actina, e e entao 
liberada e reciclada para novos ciclos de alongamento do filamento. 


varias subunidades de actina para formar um ponto de nucleagao. Na maioria dos casos, a 
nucleagao da actina e catalisada por um de dois tipos diferentes de fatores: pelo complexo 
Arp 2/3 ou pelas forminas. O primeiro desses fatores e um complexo de protemas que inclui 
duas protemas relacionadas a actina (ARPs, actin-related proteins), cada uma apresentando 
aproximadamente 45% de similaridade com a actina. O complexo Arp 2/3 provoca a nucle- 
agao do crescimento do filamento de actina na extremidade menos (-), permitindo rapido 
alongamento na extremidade mais (+) (Figura 16-16A e B). Esse complexo pode se ligar 
lateralmente a um outro filamento de actina, ainda permanecendo ligado a extremidade 
menos (—) do filamento que inicialmente nucleou, dessa forma dando origem a filamentos 
individuais organizados em uma rede ramificada (Figura 16-16C e D). 

As forminas sao protemas dimericas que promovem a nucleagao do crescimento de 
filamentos nao ramificados, lineares, que podem ser interligados a outras protemas para 
formar feixes paralelos. Cada subunidade de formina possui um sitio de ligaqao a actina 
monomerica, e o dimero de formina parece ser capaz de nuclear a polimerizagao de um 
filamento de actina pela captura de dois monomeros. Enquanto ocorre o crescimento do 
filamento recem-nucleado, o dimero de formina permanece associado a extremidade mais 
(+), de rapido crescimento e, ao mesmo tempo, permite a adiqao de novas subunidades a 
essa extremidade (Figura 16-17). Esse mecanismo de polimerizagao do filamento e nitida- 
mente diferente daquele usado pelo complexo Arp 2/3, que permanece estavelmente liga¬ 
do a extremidade menos (-) do filamento, impedindo a adigao ou a perda de subunidades 
nessa extremidade. O crescimento do filamento de actina dependente de formina e forte- 
mente reforqado pela associagao dos monomeros de actina com a profilina (Figura 16-18). 
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Figura 16-16 Nudeagao e formagao da rede de actina pelo complexo Arp 2/3. (A) As estruturas de Arp2 e Arp3, comparadas a estrutura da actina. Ape- 
sar de a face da molecula equivalente a extremidade mais (+) ( superior ) tanto em Arp2 quanto em Arp3 ser bastante similar a extremidade mais (+) da actina, 
as diferengas nas laterais e na extremidade menos (-) evitam que essas protefnas relacionadas a actina possam formar filamentos associando-se entre si ou 
coassociando-se no interior dos filamentos a actina. (B) Urn modelo para a nucleagao do filamento de actina pelo complexo Arp 2/3. Na ausencia de urn fator 
de ativagao, Arp2 e Arp3 sao posicionadas por suas protefnas acessorias em uma orientagao que evita induzirem a nucleagao de urn novo filamento de actina. 
Quando urn fator de ativagao (indicado pelo triangulo azul) liga-se ao complexo, Arp2 e Arp3 sao posicionadas em uma nova conformagao, a qual se asseme- 
Iha a extremidade mais (+) de urn filamento de actina. As subunidades de actina podem, entao, ser adicionadas sobre esta estrutura, o que supera a etapa 
limitante da nucleagao do filamento. (C) 0 complexo Arp 2/3 promove a nucleagao de filamentos de maneira mais eficiente quando este se liga a lateral de urn 
filamento de actina preexistente. 0 resultado e uma ramificagao que cresce em angulo de 70° em relagao ao filamento original. Ciclos repetidos de nucleagao 
ramificada geram uma rede ramificada de filamentos de actina. (D) Em cima, fotomicrografias eletronicas de filamentos de actina ramificados formados a partir 
da mistura de subunidades purificadas de actina com complexos Arp 2/3 purificados. Embaixo, imagem reconstrufda de uma ramificagao onde a estrutura cris- 
talizada da actina ( rosa ) e do complexo Arp 2/3 foram sobrepostas a densidade eletronica. O filamento-mae esta direcionado de cima para baixo, e o filamento- 
-filho se ramifica a direta, no ponto em que o complexo Arp 2/3 se liga a tres subunidades de actina sobre o filamento-mae. (D, superior, de R.D. Mullins et 
al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 95:6181-6186, 1998, com permissao de National Academy of Sciences; inferior, de N. Volkmann et al., Science 293:2456-2459, 
2001, com permissao de AAAS.) 


Assim como no caso da ativagao pela profiling a nucleagao dos filamentos de ac¬ 
tina por complexos Arp 2/3 e forminas ocorre principalmente na membrana plasmatica, 
e a maior densidade de filamentos de actina na maioria das celulas esta presente na pe- 
riferia da celula. A camada logo abaixo da membrana plasmatica e denominada cortex 
celular, e os filamentos de actina nessa regiao determinam a forma e o movimento da 
superficie celular, permitindo que a celula altere sua conformagao e rigidez rapidamente 
em resposta a mudangas no seu ambiente externo. 
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Extremidade menos (-) 


Protefnas de ligagao ao filamento de actina alteram a dinamica 
do filamento 

O comportamento do filamento de actina e regulado por duas classes principais de 
protemas de ligagao: aquelas que se ligam lateralmente a um filamento e aquelas que 
se ligam as extremidades (ver Painel 16-3). Entre as protemas que se ligam a lateral do 
filamento, esta a tropomiosina, uma protema alongada que se liga simultaneamente a 
seis ou sete subunidades de actina adjacentes, ao longo de cada um dos dois sulcos do 
filamento helicoidal da actina. Alem de estabilizar e enrijecer o filamento, a ligagao da 
tropomiosina pode impedir que o filamento de actina interaja com outras protemas; essa 
caracteristica da tropomiosina e importante no controle da contragao muscular, como 
discutiremos mais tarde. 

Um filamento de actina que para de crescer e nao e especificamente estabilizado 
na celula sofrera rapida despolimerizagao, especialmente em sua extremidade mais (+), 
uma vez que as moleculas de actina tenham hidrolisado seu ATP. A ligagao de protemas 
de capeamento (tambem denominadas CapZ devido a sua localizagao na banda Z dos 
musculos) a extremidade mais (+) estabiliza o filamento de actina em sua extremidade 
mais, pois torna-o inativo, reduzindo fortemente as taxas de crescimento e despolimeri¬ 
zagao do filamento (Figura 16-19). Na extremidade menos (-), um filamento de actina 
pode ser capeado pelo complexo Arp 2/3 que foi responsavel pela sua nucleagao, embo- 
ra muitas extremidades menos (—) em uma celula tipica se dissociam do complexo Arp 
2/3 e nao estao capeadas. 

A tropomodulina, mais conhecida por sua fungao no capeamento dos filamentos 
de actina que exibem uma vida-media excepcionalmente longa, nos musculos, liga-se 
firmemente as extremidades menos (-) dos filamentos de actina que foram revestidas 
e, assim, estabilizadas pela tropomiosina. Ela tambem pode capear transitoriamente os 
filamentos de actina pura e significativamente reduzir sua velocidade de alongamento 
e despolimerizagao. Uma grande familia de protemas tropomodulina regula o compri- 
mento e a estabilidade dos filamentos de actina em muitos tipos de celulas. 

Para efeito maximo, as protemas que se ligam lateralmente a filamentos de acti¬ 
na revestem completamente o filamento e, portanto, devem estar presentes em grande 
quantidade. Em contraste, as protemas que se ligam as extremidades podem afetar a di¬ 
namica do filamento mesmo quando estao presentes em mveis muito baixos. Visto que a 
associagao e a adigao de subunidades ocorrem principalmente nas extremidades dos fi¬ 
lamentos, uma molecula de uma protema de ligagao a extremidade por filamento de ac¬ 
tina (aproximadamente uma molecula para cada 200 a 500 subunidades de actina) pode 
ser suficiente para transformar a arquitetura de toda uma rede de filamentos de actina. 


Figura 16-18 Profilina e forminas. Alguns membros da familia de protefnas forminas possuem domfnios nao 
estruturados ou "algas" que contem diversos sftios de ligagao a profilina ou ao complexo actina-profilina. Esses 
domfnios flexfveis atuam como uma area de apoio para a adigao da actina a extremidade mais (+) em cresci¬ 
mento do filamento de actina quando a formina esta ligada. Sob condigoes determinadas, isso pode acelerar a 
taxa de extensao do filamento de actina de tal forma que o crescimento do filamento sera mais rapido do que 
seria esperado em uma reagao controlada por difusao, e mais rapido na presenga de formina e profilina do que 
a taxa apresentada somente para a actina pura (ver tambem Figura 3-78). 


Figura 16-17 Alongamento da actina 
mediado por forminas. As protefnas 
formina (em verde) formam um complexo 
dimerico capaz de nuclear a formagao de 
um novo filamento de actina (em verme- 
Iho) e que permanece associado a extremi¬ 
dade mais (+), de rapido crescimento, du¬ 
rante o processo de extensao. A protefna 
formina mantem sua ligagao a uma das 
duas subunidades de actina expostas na 
extremidade mais (+) ao mesmo tempo 
em que permite que uma nova subuni- 
dade seja acrescida. Apenas uma parte 
da grande molecula dimerica de formina 
esta ilustrada. Outras regioes regulam sua 
atividade e a ligam a estruturas especfficas 
na celula. Diversas forminas estao indireta- 
mente conectadas a membrana plasmatica 
celular e auxiliam a polimerizagao inser- 
cional do filamento de actina diretamente 
abaixo da superffcie da membrana. 



Filamento 
de actina 



REPETigAO COM O 
RECARREGAMENTO 
,, DE ACTINA AS ALgAS 

Crescimento rapido e 
contfnuo do filamento de 
actina na extremidade mais (+) 
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Figura 16-19 Capeamento e seu efei- 
to na dinamica dos filamentos. Uma 

populagao de filamentos que nao sofreu 
capeamento adiciona e perde subunidades 
tanto na extremidade mais (+) quanto 
na extremidade menos (-), o que resulta 
em rapido crescimento ou encurtamento, 
dependendo da concentragao disponivel 
de monomeros livres (linha verde). Na 
presenga de uma proteina que provoca ca¬ 
peamento na extremidade mais (+) (linha 
vermelha), apenas a extremidade menos 
(-) mantem a capacidade de adicionar ou 
perder subunidades; consequentemente, 
o crescimento do filamento sera mais 
lento em todas as concentragoes acima da 
concentragao critica, e o encurtamento do 
filamento sera mais lento em todas as con¬ 
centragoes abaixo da concentragao critica. 
Alem disso, a concentragao critica para a 
populagao se altera para aquela referente 
a extremidade menos (-) do filamento. 



Populagao de filamentos 
nao capeados: crescimento 
tanto na extremidade menos 
(-) quanto na extremidade 
mais (+) 


Populagao de 
filamentos capeados: 
crescimento apenas na 
extremidade menos (-) 


Protefnas de clivagem regulam a despolimerizagao do filamento 
de actina 

Outro mecanismo importante da regulagao dos filamentos de actina depende de protei- 
nas que clivam um filamento de actina em muitos filamentos menores, gerando, assim, 
um grande numero de novas extremidades do filamento. O destino dessas novas extre- 
midades depende da presenga de outras protemas acessorias. Sob algumas condigoes, as 
extremidades recem-formadas sao capazes de nuclear o alongamento do filamento, ace- 
lerando, assim, a polimerizagao de novas estruturas de filamento. Sob outras condigoes, 
a clivagem promovera a despolimerizagao de filamentos antigos, acelerando a taxa de 
despolimerizagao em um fator de 10 ou mais. Alem disso, a clivagem altera as proprieda- 
des mecanicas e fisicas do citoplasma: grandes feixes e redes rijas tornam-se mais fluidos. 

Uma classe de protemas de quebra da actina e a superfamUia gelsolina. Essas protei- 
nas sao ativadas por niveis elevados de Ca 2+ citosolico. A gelsolina interage com a lateral do 
filamento de actina e content subdommios que se ligam a dois sitios diferentes: um que e ex- 
posto na superficie do filamento e um que esta escondido entre subunidades adjacentes. De 
acordo com um modelo, a gelsolina liga-se a lateral de um filamento de actina ate que uma 
flutuagao termica crie um pequeno espagamento entre as subunidades vizinhas, nesse mo¬ 
menta, a gelsolina penetra nessa lacuna para romper o filamento. Apos o evento de clivagem, 
a gelsolina permanece ligada ao filamento de actina e capeia a nova extremidade mais (+). 

Outra importante proteina de desestabilizagao de filamentos de actina, encontra- 
da em todas as celulas eucarioticas e a cofilina. Tambem denominada/atar de despoli- 
merizagao da actina, a cofilina liga-se ao longo do comprimento do filamento de actina, 
forgando uma maior torgao do filamento (Figura 16-20). Esse estresse mecanico enfra- 
quece os contatos entre as subunidades de actina no filamento, tornando o filamento 
fragil e mais facilmente desestabilizado por movimentos termicos, gerando extremida¬ 
des do filamento que se dissociam rapidamente. Como resultado, a maioria dos filamen- 

(A) Filamento de actina 


74 nm 


(B) Filamento de actina + cofilina 



57 nm 

Figura 16-20 Torgao de um filamento de actina induzida pela cofilina. (A) Reconstrugao tridimensional 
de crioeletrofotomicrografias de filamentos formados a partir de actina pura. Os colchetes mostram a extensao 
de dois giros da helice de actina. (B) Reconstrugao de um filamento de actina recoberto por cofilina, que se liga 
em uma proporgao estequiometrica de 1:1 as subunidades de actina ao longo do filamento. A cofilina e uma 
proteina pequena (14 kD) comparada a actina (43 kD), e, desse modo, o filamento apresenta-se apenas leve- 
mente mais espesso. A energia de ligagao da cofilina atua na deformagao do filamento de actina, aumentando 
a sua torgao fortemente e reduzindo a distancia ocupada por uma volta da helice. (De A. McGough et al., J. Cell 
Biol. 138:771-781, 1997. Com permissao dos autores.) 
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tos de actina no interior das celulas tem uma vida media menor do que a dos filamentos 
formados a partir de actina pura em um experimento in vitro . 

A cofilina liga-se preferencialmente a filamentos de actina contendo ADP, em detri- 
mento a filamentos de actina contendo ATP. Visto que a hidrolise de ATP e em geral mais 
lenta do que a associagao do filamento, os filamentos mais recentes de actina da celula 
ainda contem ATP, em sua maioria, e sao resistentes a despolimerizagao por cofilina. Por- 
tanto, a cofilina tende a desmanchar os filamentos mais velhos na celula. Como discuti- 
remos mais tarde, a dissociagao dos filamentos de actina antigos, mas nao dos filamentos 
novos, mediada pela cofilina e critica para o crescimento controlado e polarizado da rede 
de actina responsavel pelo movimento celular unidirecional e pela motilidade intracelu- 
lar de patogenos. Os filamentos de actina podem ser protegidos da agao da cofilina por li¬ 
gagao a tropomiosina. Assim, a dinamica da actina em diferentes regibes subcelulares de- 
pende do equilibrio entre as proteinas acessorias de estabilizagao e de desestabilizagao. 

Arranjos de filamentos de actina de alta complexidade 
influenciam as propriedades mecanicas celulares e a sinalizagao 

Os filamentos de actina em celulas animais estao organizados em varios tipos de arranjos: 
redes dendriticas, feixes e teias (redes semelhantes a geis) (Figura 16-21). Diferentes es- 
truturas sao iniciadas pela agao de proteinas de nucleagao distintas: os filamentos de ac¬ 
tina de redes dendriticas sao nucleados pelo complexo Arp 2/3, ao passo que os feixes sao 
formados a partir dos filamentos longos e lineares produzidos pelas forminas. As proteinas 
de nucleagao dos filamentos nas redes gelatinosas (teias) ainda nao estao bem definidas. 

A organizagao estrutural das diferentes redes de actina depende de proteinas aces- 
sorias especializadas. Como explicado anteriormente, o complexo Arp 2/3 organiza os 
filamentos em redes dendriticas, unindo as extremidades menos (—) do filamento a la¬ 
teral de outros filamentos. Outras estruturas de filamentos de actina sao polimerizadas 
e mantidas por duas classes de proteinas: proteinas de enfeixamento, que associam os 
filamentos de actina em um arranjo paralelo, proteinas formadoras de gel, que mantem 
dois filamentos de actina unidos em um grande angulo, um em relagao ao outro, criando, 
assim, uma malha mais solta. Tanto as proteinas de enfeixamento quanto as de formagao 
de gel tem dois sitios de ligagao ao filamento de actina semelhantes, que podem ter se 
originado de uma cadeia unica de polipeptideos ou provir de duas cadeias polipeptidi- 
cas distintas, mantidas ligadas sob a forma de um dimero (Figura 16-22). O espagamen- 
to e o arranjo desses dois dommios de ligagao aos filamentos determina o tipo de estru- 
tura de actina que sera formado a partir de uma determinada protema de interligagao. 

Cada tipo de protema de enfeixamento tambem determina quais outras molecu- 
las podem interagir com os filamentos de actina interligados. A miosina II e a protema 
motora que permite a contragao das fibras de tragao e de outros arranjos contrateis. O 



100 nm 


Figura 16-21 Arranjos de actina em 
uma celula. Um fibroblasto movendo-se 
sobre uma placa de cultura de tecidos e 
apresentado, destacando-se quatro areas 
para mostrar os arranjos dos filamentos 
de actina. Os filamentos de actina estao 
apresentados em vermelho, com setas 
apontando em diregao a suas extremi¬ 
dades menos (-)■ As fibras de tragao sao 
contrateis e exercem tensao. 0 cortex de 
actina localiza-se abaixo da membrana 
plasmatica e consiste em redes semelhan¬ 
tes a gel ou redes de actina dendriticas 
que tornam possfvel a protrusao da mem¬ 
brana nos lamelipodios. Os filopodios sao 
projegoes finas da membrana citoplasma- 
tica semelhantes a espiculas e permitem 
que a celula explore seu ambiente. 
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Figura 16-22 Estruturas em modulos 
de quatro protefnas de interligagao 
com actina. Cada uma das protefnas 
apresentadas possui dois sftios de ligagao 
com actina (em vermelho) com sequences 
similares. A fimbrina tern dois sftios de 
ligagao com actina diretamente adjacen- 
tes, de tal forma que ela mantem seus 
dois filamentos de actina intimamente 
associados (distanciados em 14 nm) e 
alinhados com a mesma polaridade (ver 
Figura 16-23A). Os dois sftios de ligagao 
com actina na a-actinina estao separados 
por urn espagador de aproximadamente 
30 nm de comprimento, de tal forma que 
os feixes de actina formados serao menos 
compactos que os anteriores (ver Figura 
16-23A). A filamina tern dois sftios de 
ligagao com actina conectados por uma 
ligagao em V, e, dessa maneira, os filamen¬ 
tos de actina interligados na rede estao 
orientados formando angulos quase retos 
entre si (ver Figura 16-24). A espectrina e 
urn tetramero de duas subunidades a e 
duas subunidades |3 e possui dois sftios de 
ligagao com actina separados por uma dis¬ 
tance de 200 nm (ver Figura 10-38). 


Figura 16-23 A formagao de dois tipos 
de feixes de filamentos de actina. 

(A) A fimbrina interliga os filamentos de 
actina em feixes coesos, que excluem do 
arranjo a protefna motora miosina II. Em 
contraste, a a-actinina, que e urn homo- 
dfmero, interliga os filamentos de actina 
em feixes pouco compactos, permitindo 
que a miosina (nao ilustrada) seja incor- 
porada no feixe. A fimbrina e a a-actinina 
tendem a excluir-se mutuamente devido 
as grandes diferengas nos espagamentos 
apresentados pelos feixes de filamentos de 
actina formados por essas protefnas. (B) 
Fotomicrografia eletronica de moleculas 
de a-actinina. (B, cortesia de John Heuser.) 
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empacotamento extremamente firme dos filamentos de actina causado pela pequena 
protema monomerica de enfeixamento fimbrina aparentemente exclui a miosina, e, as- 
sim, os filamentos paralelos de actina mantidos ligados pela fimbrina nao sao contrateis. 
Por outro lado, a a-actinina interliga filamentos de actina de polaridade oposta em fei¬ 
xes pouco compactos, permitindo a ligagao da miosina e a formagao de feixes de actina 
contrateis (Figura 16-23). Devido a grande diferenga no espagamento e a orientagao dos 
filamentos de actina, a formagao de feixes por fimbrina automaticamente desencoraja a 
formagao de feixes por a-actinina e vice-versa, de tal forma que os dois tipos de arranjos 
proteicos sao mutuamente excludentes. 

As protefnas de feixe que foram apresentadas ate o momento formam conexoes 
rigidas e resistentes entre seus dois dommios de ligagao e o filamento de actina. Outras 
protefnas de interligagao de actina fazem ligagoes flexfveis ou em curvas rigidas, entre 
seus dois dommios de ligagao, permitindo-lhes formar teias ou geis de filamentos de 
actina em vez de feixes de actina. A filamina (ver Figura 16-22) promove a formagao de 
uma rede frouxa e extremamente viscosa pela uniao de dois filamentos de actina em 
angulos praticamente retos (Figura 16-24A). Os geis de actina formados pela filamina 
sao necessarios para que a celula possa estender finas projegoes planas de membrana 
chamadas de lamelipodios, as quais as auxiliam a se mover sobre superficies solidas. 
Nos seres humanos, mutagoes no gene da filamina A causam defeitos na migragao de 
celulas nervosas durante o desenvolvimento embrionario precoce. As celulas na regiao 
periventricular do cerebro deixam de migrar para o cortex e formam nodulos, causando 
uma sfndrome chamada heterotopia periventricular (Figura 16-24B). Curiosamente, 
sabe-se que, alem de se ligarem a actina, filaminas interagem com um grande mimero 
de protefnas celulares de grande diversidade funcional, incluindo receptores de mem¬ 
brana para moleculas de sinalizagao, e que mutagoes de filamina tambem podem levar 
a defeitos no desenvolvimento dos ossos, do sistema cardiovascular e de outros orgaos. 
Assim, filaminas podem tambem funcionar como estruturas de sinalizagao, conectando 
e coordenando uma ampla variedade de processos celulares ao citoesqueleto de actina. 

Uma protema formadora de redes bastante diferente e muito estudada e a espec¬ 
trina, inicialmente identificada em eritrocitos. A espectrina e uma protema longa e fle- 
xfvel, composta por quatro cadeias polipeptfdicas longas (duas subunidades a e duas 
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(A) participagao da miosina II no feixe a participagao da miosina II no feixe. 
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Figura 16-24 Afilamina interliga os 
filamentos de actina em uma rede 
tridimensional e e necessaria para a 
migragao neuronal normal. (A) Cada 
homodmnero de filamina tern aproximada- 
mente 160 nm de comprimento quando 
completamente estendido e forma uma 
ligagao flexfvel em angulo reto entre 
dois filamentos adjacentes de actina. 

Urn conjunto de filamentos de actina 
interligados por filamina forma uma rede 
ou gel mecanicamente forte. (B) Resso- 
nancia magnetica de um cerebro humano 
normal (a esquerda) e de um paciente 
com heterotopia periventricular (a direita) 
provocada por uma mutagao no gene da 
filamina A. Em contraste com a superficie 
lisa ventricular no cerebro normal, uma 
zona rugosa de neuronios corticais (setas) 
e vista ao longo das paredes laterais dos 
ventriculos e representa os neuronios que 
nao migraram para o cortex durante o de- 
senvolvimento do cerebro. Notavelmente, 
apesar de muitos neuronios nao estarem 
no lugar adequado, a inteligencia dos 
individuos afetados e frequentemente nor¬ 
mal ou apenas levemente comprometida, 
e a principal sindrome clinica associada 
e a epilepsia, que, muitas vezes aparece 
na segunda decada de vida. (B) adaptado 
de Y. Feng e C.A. Walsh, Nat. Cell Biol. 
6:1034-1038, 2004. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 

subunidades p), organizadas de tal forma que seus dois sitios de ligagao a filamentos de 
actina encontram-se 200 nm distantes um do outro (comparados aos 14 nm da fimbrina 
e aos aproximadamente 30 nm para a a-actinina; ver Figura 16-23). Nos eritrocitos, a 
espectrina concentra-se logo abaixo da membrana plasmatica, onde forma uma rede se- 
melhante a uma teia bidimensional que se mantem unida por curtos filamentos de acti¬ 
na, cujos comprimentos exatos sao estritamente regulados por protemas de capeamento 
presentes em cada extremidade; a espectrina liga essa rede a membrana plasmatica, pois 
tern sitios de ligagao independentes para protemas perifericas da membrana, que estao 
elas proprias posicionadas proximo a bicamada lipidica devido a protemas integrais da 
membrana (ver Figura 10-38). A rede resultante cria um cortex celular forte, porem flexi- 
vel, que fornece suporte mecanico para a membrana plasmatica sobrejacente, permitin- 
do que os eritrocitos retornem a sua forma original apos espremerem-se atraves de um 
capilar. Protemas bastante similares a espectrina sao encontradas no cortex da maioria 
dos outros tipos celulares dos vertebrados, onde tambem auxiliam na manutengao e no 
estabelecimento da forma e na rigidez da membrana da superficie. Um exemplo parti - 
cularmente notavel da fungao das espectrinas na promogao da estabilidade mecanica e 
o longo e fino axonio de neuronios no verme nematodeo Caenorhabditis elegans, onde a 
espectrina e necessaria para evitar o rompimento durante os movimentos de torgao que 
os vermes fazem quando rastejam. 

As conexoes do cortex de actina do citoesqueleto a membrana plasmatica ainda 
nao estao totalmente compreendidas. Os membros da familia ERM (nomeada a partir 
de seus tres primeiros membros, ezrina, radixina e moesina), contribuem para a organi- 
zagao dos dommios de membrana devido a sua capacidade de interagir com protemas 
transmembrana e com o citoesqueleto subjacente. Ao faze-lo, eles nao so fornecem li- 
gagoes estruturais para fortalecer o cortex celular, mas tambem regulam a atividade das 
vias de transdugao de sinal. A moesina tambem aumenta a rigidez cortical para promo¬ 
ver o arredondamento da celula durante a mitose. As medigoes por microscopia de forga 
atomica indicaram que o cortex celular permanece maleavel durante a mitose quando 
ha deplegao da moesina. Acredita-se que protemas ERM liguem-se e organizem o cortex 
de actina do citoesqueleto em diferentes contextos, afetando, assim, tanto a forma e a 
rigidez da membrana como a localizagao e a atividade de moleculas de sinalizagao. 
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As bacterias podem sequestrar o citoesqueleto de 
actina do hospedeiro 

A importancia das protemas acessorias na geragao de motilidade baseada em actina e 
forga e ilustrada de forma inequivoca pelo estudo de certas bacterias e virus que usam 
componentes do citoesqueleto de actina da celula hospedeira para mover-se atraves do 
citoplasma. O citoplasma das celulas dos mamiferos e extremamente viscoso, contendo 
organelas e elementos do citoesqueleto que inibem a difusao de particulas grandes como 
bacterias ou virus. Para movimentarem-se em uma celula e invadir as celulas vizinhas, 
varios patogenos, incluindo Listeria monocytogenes (causadora de uma forma rara, mas 
grave, de intoxicagao alimentar), supera esse problema pelo recrutamento e ativagao do 
complexo Arp 2/3 em sua superficie. O complexo Arp 2/3 provoca a nucleagao do arran- 
jo de filamentos de actina e gera uma forga substancial que empurra a bacteria atraves 
do citoplasma em velocidades de ate 1 |jim/s, deixando para tras uma longa “cauda de 
cometa” de actina (Figura 16-25; ver tambem Figuras 23-28 e 23-29). Esse movimento 
pode ser reconstituido em um tubo de ensaio, adicionando as bacterias em uma mistura 
de actina pura, complexo Arp 2/3, cofilina e protemas de capeamento, ilustrando como a 
polimerizagao dinamica de actina gera movimento atraves da regulagao espacial da as- 
sociagao e dissociagao dos filamentos. Como veremos adiante, esse tipo de movimento 
baseado em actina tambem esta envolvido na protrusao da membrana na borda anterior 
das celulas moveis. 


Resumo 

A actina e uma proteina do citoesqueleto altamente conservada que esta presente em altas 
concentrates em quase todas as celulas eucarioticas. A nucleagao representa uma bar- 
reira cinetica para a polimerizagao de actina, mas uma vez iniciados, os filamentos de 
actina apresentam um comportamento dinamico devido a hidrolise do nucleotideo ATP. 
Os filamentos de actina sao polarizados e podem sofrer rolamento quando umfilamen- 
to cresce na extremidade mais (+) e simultaneamente sofre despolimerizagao na extre- 



Figura 16-25 O movimento da Listeria monocytogenes e baseado em actina. (A) Fotomicrografia de 
fluorescencia de uma celula infectada que foi corada para revelar as bacterias em vermelho e os filamentos de 
actina em verde. Observe a cauda semelhante a um cometa formada pelos filamentos de actina atras de cada 
bacteria em movimento. As regioes de sobreposigao das fluorescencias verde e vermelha aparecem em amarelo. 
(B) A motilidade de Listeria pode ser reconstituida em um tubo de ensaio com ATP e apenas mais quatro protei- 
nas purificadas: actina, o complexo Arp 2/3, a proteina de capeamento e a cofilina. Esta fotomicrografia mostra 
as densas caudas de actina atras das bacterias ( preto ). (C) A proteina ActA na superficie bacteriana ativa o 
complexo Arp 2/3 para nuclear uma nova polimerizagao de filamentos na lateral dos filamentos ja existentes. Os 
filamentos crescem na sua extremidade mais ate serem revestidos pela proteina de capeamento. A actina e reci- 
clada atraves da agao da cofilina, que aumenta a despolimerizagao nas extremidades menos (-) dos filamentos. 
Devido a esse mecanismo, a polimerizagao foca-se na superficie traseira da bacteria, propelindo-a para a frente 
(ver Animagao 23.7). (A, cortesia de Julie Theriot e Tim Mitchison; B, de T.P. Loisel et al., Nature 401:613-616, 
1999. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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midade menos (—). Nas celulas, a dinamica dos filamentos de actina e regulada a cada 
etapa, e as diversas formas e fungoes da actina dependem de um repertorio versatil de 
proteinas acessorias. Aproximadamente, metade da actina e mantida sob a forma mono- 
merica atraves da associagao com proteinas de sequestro como a timosina. Osfatores de 
nucleagao, como o complexo Arp 2/3 e asforminas promovem aformagao de filamentos 
ramificados e paralelos, respectivamente. As interagoes entre as proteinas que ligam ou 
capeiam filamentos de actina e aquelas que promovem o rompimento ou despolimeriza- 
gao dos filamentos podem retardar ou acelerar a cinetica da associagao e dissociagao dos 
filamentos. Outras classes de proteinas acessorias agregam os filamentos em estruturas de 
maior magnitude por interligagao dos filamentos uns aos outros em conformagoes geome- 
tricamente definidas. Conexoes entre esses arranjos de actina e a membrana plasmatica 
das celulas conferem resistencia mecanica as celulas animais e permitem aformagao de 
estruturas celulares corticais, tais como os lamelipodios, os filopodios e as microvilosida- 
des. A indugao da polimerizagao dos filamentos de actina na sua superficie, permite que 
patogenos intracelulares sequestrem o citoesqueleto da celula hospedeira, utilizando-o 
para movimentar-se dentro da celula. 


MIOSINA E ACTINA 


Uma caracteristica fundamental do citoesqueleto de actina e que ele pode formar estru¬ 
turas contrateis que se interligam promovem o deslizamento dos filamentos de actina, 
uns em relagao aos outros, atraves da agao da protema motora miosina. Alem de con- 
duzirem a contragao muscular, os arranjos de actina e miosina desempenham fungoes 
importantes em celulas nao musculares. 

Proteinas motoras baseadas em actina sao membros da 
superfamilia da miosina 

A primeira protema motora identificada foi a miosina de musculo esqueletico, que e res- 
ponsavel pela geragao da forga para a contragao muscular. Essa protema, atualmente 
conhecida como miosina II, e uma protema alongada formada por duas cadeias pesadas 
e duas copias de cada uma de duas cadeias leves. Cada uma das cadeias pesadas possui 
um dominio globular (cabega) em sua extremidade N-terminal que contem a maqui- 
naria geradora de forga, seguido por uma longa sequencia de aminoacidos que forma 
uma extensao supertorcida que medeia a dimerizagao da cadeia pesada (Figura 16-26). 
As duas cadeias leves ligam-se proximo ao dominio globular N-terminal, ao passo que 
a cauda supertorcida formara feixes atraves da ligagao as caudas de outras moleculas 
de miosina. Essas interagoes cauda-cauda levam a formagao de um grande "filamento 
espesso ,; bipolar que apresenta varias centenas de cabegas de miosina, orientadas em 
diregoes opostas nas duas extremidades do filamento espesso (Figura 16-27). 

Cada cabega de miosina se liga a ATP e e capaz de hidrolisa-lo, usando a energia 
dessa hidrolise para se deslocar rumo a extremidade mais (+) do filamento de actina 
(Figura 16-28). A orientagao oposta das cabegas no filamento espesso torna eficiente 
o deslizamento, um em relagao ao outro, dos pares de filamentos de actina em orienta- 



C-terminal 


□ 2 nm 


(B) 


Figura 16-26 Miosina II. (A) As duas cabegas globulares e a longa cauda de uma molecula de miosina II coradas com platina podem ser vistas nesta fotomicro- 
grafia eletronica. (B) A molecula de miosina II e composta por duas cadeias pesadas, cada uma com aproximadamente 2 mil aminoacidos (em verde) e quatro 
cadeias leves (em azul). As cadeias leves sao de dois tipos distintos, e uma copia de cada tipo esta presente em cada cabega de miosina. A dimerizagao ocorre 
quando as duas a-helices das cadeias pesadas, enrolam-se formando uma estrutura supertorcida devido a associagao de aminoacidos hidrofobicos distribuidos 
de modo regular (ver Figura 3-9). 0 arranjo supertorcido produz uma extensao em forma de bastao na solugao, e essa parte da molecula forma a cauda. (A, 
cortesia de David Shotton.) 
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Cabegas de miosina 



500 nm 



(B) 

Figura 16-27 Filamento espesso bipolar de miosina II no musculo. (A) Fotomicrografia eletronica de filamento espesso bipolar de miosina II isolado a partir 
de musculo de ra. Observe a zona central exposta, que se apresenta livre dos dominios globulares. (B) Diagrama esquematico, nao representado em escala. As 
moleculas de miosina II se agregam atraves de suas caudas e projetam as cabegas para a regiao externa do filamento. A zona exposta no centra do filamento 
e constituida apenas por caudas de miosina II. (C) Uma pequena segao de filamentos de miosina II desenhada a partir de fotomicrografias eletronicas. Uma 
molecula individual de miosina esta realgada em verde. Os filamentos citoplasmaticos de miosina II em celulas nao musculares sao bem mais curtos, apesar 
de apresentarem organizagao semelhante (ver Figura 16-39). (A, cortesia de Murray Stewart; C, baseado em R.A. Crowther, R. Padron e R. Craig, J. Mol. Biol. 
184:429-439, 1985. Com permissao de Academic Press.) 


gao oposta, contraindo o musculo. No musculo esqueletico, em que filamentos de actina 
cuidadosamente arranjados estao alinhados em arranjos de “filamentos finos” em torno 
dos filamentos grossos de miosina, o deslizamento dos filamentos de actina, controla- 
do por ATP resulta em uma poderosa contragao. As celulas musculares cardiacas e lisas 
contem moleculas de miosina II organizadas de modo semelhante, apesar de estas se- 
rem codificadas por genes diferentes. 


A miosina gera forga pelo acoplamento da hidrolise de ATP a 
alteragoes conformacionais 


Figura 16-28 Evidencia direta da 
atividade motora da cabega de mio¬ 
sina. Neste experimento, cabegas de 
miosina purificadas foram aderidas a uma 
lamina de vidro, e filamentos de actina 
corados com faloidina fluorescente foram 
adicionados a esta preparagao para que 
se ligassem as cabegas de miosina. (A) 
Quando ATP foi adicionado, os filamentos 
de actina comegaram a se mover sobre a 
superffcie como consequencia dos diversos 
movimentos individuals gerados por cada 
uma das muitas cabegas de miosina liga- 
das a cada filamento. As fotos mostradas 
nesta sequencia foram obtidas em interva- 
los de 0,6 segundo, os dois filamentos de 
actina apresentados (urn em vermelho e 
o outro em verde) movem-se em sentidos 
contrarios, em velocidades de aproxima- 
damente 4 |xm/s. (B) Uma representagao 
esquematica do experimento. As grandes 
setas vermelhas indicam a diregao do mo- 
vimento dos filamentos de actina (Anima- 
gao 16.2). (A, cortesia de James Spudich.) 


As protemas motoras usam alteragoes estruturais em seus sitios de ligagao ao ATP para 
produzir interagoes ciclicas com um filamento do citoesqueleto. Cada ciclo de ligagao de 
ATP, hidrolise e liberagao as impulsiona para frente em uma unica diregao em um novo 
sitio de ligagao sobre o filamento. No caso da miosina II, cada passo do movimento ao 
longo da actina e gerado pela rotagao de uma a-helice de 8,5 nm de comprimento, cha- 
mada de brago de alavanca, a qual e estruturalmente estabilizada pela ligagao a cadeias 
leves. Na base desse brago de alavanca, proximo a cabega, existe uma helice, semelhante 
a um pistao, que conecta os movimentos da fenda de ligagao a ATP, na cabega, com pe- 
quenas rotagoes do chamado dominio conversor. Uma pequena alteragao nesse ponto 
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pode girar a helice como uma longa alavanca, fazendo sua extremidade mais (+) distan- 
te mover-se cerca de 5,0 nm. 

Essas alteragoes conformacionais da miosina estao acopladas a alteragoes na sua 
afinidade de ligagao por actina, permitindo que a cabega de miosina seja liberada do 
ponto de adesao ao filamento de actina e, a seguir, seja novamente ligada, aderindo a um 
novo ponto. Esse ciclo mecanoquimico completo de ligagao do nucleotideo, hidrolise do 
nucleotideo e liberagao do fosfato (que provoca o "movimento de potencia”) produz o 
movimento de um unico passo (Figura 16-29). Em baixas concentragoes de ATP, o inter- 
valo entre a etapa de produgao de forga e a ligagao do proximo ATP e longo o suficiente 
para que passos individual possam ser observados (Figura 16-30). 


Extremidade 
menos (-) 


Filamento de actina 



CONECTADA 

No comedo do ciclo apresentado nesta figura, uma cabega 
de miosina nao ligada a um nucleotideo esta firmemente 
presa a um filamento de actina em uma configuragao de 
rigor (assim denominada por ser responsavel pelo rigor 
mortis, a rigidez cadaverica). Em um musculo em 
contragao ativa, este estado e de duragao extremamente 
curta, sendo rapidamente terminado pela ligagao de uma 
molecula de ATP. 



LIBERADA 

Uma molecula de ATP se liga a uma grande fenda 
existente na "parte posterior" da cabega (ou seja, no lado 
mais distante do filamento de actina) e imediatamente 
provoca uma leve modificagao na conformagao do sitio 
de ligagao a actina, o que reduz a afinidade da cabega 
pela actina e permite seu deslizamento sobre o filamento. 
(O espago representado no desenho entre a cabega e a 
actina enfatiza essa mudanga, embora seja provavel que, 
na realidade, a cabega permanega muito mais proxima a 
actina.) 



ENGATILHADA 

A fenda se fecha, como as valvas de uma concha, sobre a 
molecula de ATP, desencadeando um movimento no 
brago de alavanca, que, por sua vez, faz a cabega se 
deslocar sobre o filamento a uma distancia de 
aproximadamente 5 nm. Ocorre hidrolise de ATP, mas o 
ADP e o fosfato inorganico (P^ produzidos permanecem 
firmemente ligados a proteina. 




GERADORA DE FORgA 

Uma ligagao fraca da cabega de miosina a um novo sitio 
do filamento de actina provoca a liberagao do fosfato 
inorganico produzido pela hidrolise de ATP, 
concomitante a forte ligagao da cabega com a actina. Essa 
ligagao desencadeia o movimento de potencia - a 
modificagao conformacional geradora de forga durante a 
qual a cabega retorna a sua conformagao original. 
Durante o movimento de potencia, a cabega perde seu 
ADP, retornando, portanto, ao ponto do infcio para um 
novo ciclo. 


CONECTADA 

Ao final de um ciclo, a cabega de miosina esta mais uma 
vez firmemente presa em uma configuragao de rigor. 
Observe que a cabega se deslocou para uma nova posigao 
sobre o filamento de actina. 


Figura 16-29 O ciclo de alteragdes estruturais sofridas pela miosina II para se deslocar sobre um 
filamento de actina. A cabega da miosina II permanece ligada ao filamento de actina por apenas aproximada¬ 
mente 5% do periodo total do ciclo, permitindo que varias miosinas atuem em conjunto para mover um unico 
filamento de actina (Animagao 16.3). (Baseada em I. Rayment et al.. Science 261:50-58, 1993.) 
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Figura 16-30 A forga de uma unica 
molecula de miosina se deslocando 
sobre um filamento de actina 
medida com uma armadilha optica. 

(A) Diagrama esquematico do experimen- 
to, mostrando um filamento de actina 
com esferas ligadas em ambas as extre- 
midades e sendo mantido no lugar por 
feixes concentrados de luz denominados 
pingas opticas (Animagao 16.4). A pinga 
prende e move a esfera e tambem pode 
ser usada para medir a forga exercida na 
esfera atraves do filamento. Neste experi- 
mento, o filamento foi posicionado sobre 
outra esfera na qual as proteinas motoras 
miosina II estavam ligadas, e a pinga optica 
foi usada para determinar os efeitos da 
ligagao de miosina sobre o movimento dos 
filamentos de actina. (B) Estes tragos mos- 
tram os movimentos do filamento em dois 
experimentos independentes. Inicialmente, 
quando o filamento de actina nao estava 
ligado a miosina, o movimento browniano 
do filamento produziu flutuagoes aleato- 
rias na posigao do filamento. Quando uma 
unica miosina foi ligada ao filamento de 
actina, o movimento browniano diminuiu 
de forma abrupta e um deslocamento 
de aproximadamente 10 nm resultou do 
movimento do filamento mediado pela 
proteina motora. A proteina motora, 
entao, libera o filamento. Visto que a con- 
centragao de ATP e muito baixa neste ex- 
perimento, a miosina permanece ligada ao 
filamento de actina por muito mais tempo 
do que ocorreria em uma celula muscular. 
(Adaptada de C. Ruegg et al.. Physiology 
17:213-218, 2002. Com permissao da 
American Physiological Society.) 
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0 deslizamento da miosina II ao longo dos filamentos de actina 
provoca a contragao muscular 

A contragao muscular e a mais familiar e a mais compreendida das formas de movimen¬ 
to em animais. Em vertebrados, as agoes de correr, caminhar, nadar e voar dependem 
da rapida contragao da musculatura esqueletica em seu esqueleto estrutural osseo, en- 
quanto movimentos involuntarios como os batimentos cardiacos e o peristaltismo do 
intestino dependem da contragao da musculatura cardiaca e da musculatura lisa, res- 
pectivamente. Todas essas formas de contragao muscular dependem do deslizamento, 
controlado por ATP, de um conjunto extremamente organizado de filamentos de actina 
sobre arranjos de filamentos de miosina II. 

A musculatura esqueletica foi um desenvolvimento evolutivo relativamente tar- 
dio, e as celulas musculares sao altamente especializadas para uma contragao rapida e 
eficiente. As longas e finas fibras musculares da musculatura esqueletica sao na verda- 
de grandes celulas individuals que se formam durante o desenvolvimento pela fusao de 
muitas celulas separadas. Os varios nucleos das celulas originais permanecem no interior 
dessa grande celula. Esses nucleos se posicionam abaixo da membrana citoplasmatica 
(Figura 16-31). A maior parte do interior citoplasmatico e constituida por miofibrilas, 
que e o nome dado aos elementos contrateis basicos da celula muscular. Uma miofibrila 
e uma estrutura cilindrica de 1 a 2 pirn de diametro que frequentemente e tao longa quan¬ 
to a propria celula muscular. Ela consiste em uma longa cadeia de unidades contrateis 
pequenas e repetitivas - chamadas sarcomeros, cada uma com um comprimento de 2,2 
pirn - conferem a miofibrila dos vertebrados sua aparencia estriada (Figura 16-32). 

Cada sarcomero e formado a partir de um arranjo miniatura, exatamente orde- 
nado em paralelo e parcialmente superposto de filamentos delgados e espessos. Os fi¬ 
lamentos delgados sao compostos de actina e proteinas associadas, sendo ligados por 
suas extremidades mais a um disco Z em cada extremidade do sarcomero. As extremida- 
des menos (-) capeadas dos filamentos de actina se estendem em diregao ao centro do 
sarcomero, onde se sobrepoem aos filamentos espessos , os arranjos bipolares formados 
a partir de isoformas musculares especificas de miosina II (ver Figura 16-27). Quando 
essa regiao de sobreposigao e examinada em uma secgao transversal por microscopia 
eletronica, os filamentos de miosina sao vistos sob a forma de um arranjo hexagonal re¬ 
gular, com os filamentos de actina ordenadamente espagados entre eles (Figura 16-33). 
Tanto a musculatura cardiaca quanto a musculatura lisa contem sarcomeros, no entanto 
a organizagao destes nao e tao regular quanto a apresentada na musculatura esqueletica. 

O encurtamento do sarcomero e provocado pelo deslizamento dos filamentos de 
miosina sobre os filamentos delgados de actina, sem que ocorra modificagao no tamanho 
de qualquer desses tipos de filamentos (ver Figura 16-32C e D). Os filamentos bipolares es- 
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Figura 16-31 Celulas musculares esqueleticas (tambem chamadas de fibras 
musculares). (A) Estas imensas celulas multinucleadas sao formadas pela fusao de 
varias celulas musculares precursoras chamadas de mioblastos. Aqui, uma celula 
individual de musculo e ilustrada. Em seres humanos adultos, uma celula muscular 
geralmente apresenta urn diametro de 50 |xm e pode ter varios centimetros de com- 
primento. (B) Fotomicrografia de fluorescencia de musculo de rato mostrando os 
nucleos localizados perifericamente (em azul) nestas celulas gigantes. As miofibrilas 
estao coradas em vermelho. (B, cortesia de Nancy L. Kedersha.) 




pessos deslizam em diregao a extremidade mais (+) de dois conjuntos de filamentos del- 
gados de orientagao oposta, controlados por duzias de cabegas de miosina independentes 
que se encontram posicionadas de tal forma a interagir com cada um dos filamentos del- 
gados. Visto que nao existe uma coordenagao entre os movimentos das cabegas de miosi¬ 
na, e essencial que elas permanegam fortemente ligadas ao filamento de actina apenas du¬ 
rante um curto periodo de cada ciclo de ATPase para que nao interfiram umas nas outras 
a ponto de provocar recuos. Cada filamento espesso de miosina possui aproximadamente 
300 cabegas (294 em musculo de ras), e cada cabega cicla aproximadamente cinco vezes 
por segundo no curso de uma contragao rapida - o deslizamento dos filamentos de actina 
e miosina entre si apresenta taxas de ate 15 pim/s e permite a um sarcomero encurtar ate 
10% de seu comprimento em menos de 1/50 avos de segundo. O rapido encurtamento 
sincronizado de milhares de sarcomeros alinhados entre si pelas extremidades, em cada 
miofibrila, da a musculatura esqueletica capacidade de contragao suficientemente rapida 
para que atividades como correr e voar ou tocar piano sejam realizadas. 

As protemas acessorias controlam a impressionante uniformidade da organizagao 
do filamento, do seu comprimento e do espagamento no sarcomero (Figura 16-34). As 
extremidades mais (+) dos filamentos de actina estao ancoradas no disco Z, o qual e 
constituido de CapZ e a-actinina; o disco Z cobre os filamentos (evitando a despolime- 
rizagao), alem de mante-los associados em um feixe regularmente espagado. O compri¬ 
mento exato de cada filamento delgado e determinado por uma protema-molde bastan- 
te grande denominada nebulina, a qual consiste quase que totalmente em repetigoes de 
um motivo de 35 aminoacidos com capacidade de ligagao a actina. A nebulina estende- 
-se do disco Z ate a extremidade menos (-) de cada filamento delgado, que e capeado 
e estabilizado pela tropomodulina. Embora haja alguma troca lenta de subunidades de 
actina em ambas as extremidades do filamento delgado no musculo, de tal forma que os 
componentes do filamento delgado apresentam uma meia-vida de varios dias, os fila¬ 
mentos de actina nos sarcomeros sao incrivelmente estaveis em comparagao com aque- 
les encontrados na maioria dos outros tipos de celulas, cujos filamentos dinamicos de 
actina apresentam uma meia-vida de apenas alguns poucos minutos ou menos. 

Os filamentos espessos sao posicionados a meio caminho entre os discos Z por pares 
opostos de uma protema-molde ainda maior denominada titina. A titina age como uma 
mola molecular, contendo uma serie de dommios semelhantes a imunoglobulina que po- 
dem desenovelar-se um a um quando e aplicado estresse a essa proteina. O enovelamento 


Figura 16-32 Miofibrilas musculares esqueleticas. (A) Fotomicrografia eletronica de baixa magnitude de sec- 
gao longitudinal de uma celula muscular esqueletica de coelho, mostrando o padrao regular das estrias. A celula 
contem muitas miofibrilas alinhadas em paralelo (ver Figura 16-31). (B) Detalhe da musculatura esqueletica mos- 
trada em (A), mostrando porgoes de duas miofibrilas adjacentes e a definigao de um sarcomero (seta preta). (C) 
Diagrama esquematico de um sarcomero isolado mostrando a origem das bandas claras e escuras vistas na foto¬ 
micrografia eletronica. Os discos Z nas extremidades de cada sarcomero sao sitios de ligagao para as extremidades 
mais (+) dos filamentos de actina (filamentos delgados); a linha M, ou linha mediana, e o local das proteinas que 
ligam filamentos de miosina II adjacentes entre si (filamentos espessos). (D) Quando o sarcomero se contrai, os 
filamentos de actina e miosina deslizam uns sobre os outros sem encurtamento. (A e B, cortesia de Roger Craig.) 
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Figura 16-33 Fotomicrografia eletroni- 
ca de musculo de voo de um inseto vis- 
to em secgao transversal. Os filamentos 
de miosina e de actina estao empacotados 
sob uma constancia de regularidade quase 
cristalina. Diferentemente de seus homo¬ 
logos em vertebrados, estes filamentos de 
miosina apresentam uma regiao central 
oca, como pode ser visto na fotografia em 
maior aumento a direita. A geometria do 
arranjo hexagonal difere levemente da que 
ocorre em musculos de vertebrados. (De 
J. Auber, J. de Microsc. 8:197-232, 1969. 
Com permissao da Societe Frangaise de 
Microscopie Electronique.) 
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Figura 16-34 Organizagao das protei- 
nas acessorias em um sarcomero. Cada 
molecula gigante de titina se estende do 
disco Z a linha M - uma distancia de mais 
de 1 |xm. Uma parte de cada molecula de 
titina encontra-se firmemente associada 
ao filamento espesso de miosina (o qual 
sofre inversao de polaridade na linha M); 
a parcela restante da molecula de titina e 
elastica e muda de comprimento confor- 
me o sarcomero sofre contragao ou rela- 
xamento. Cada molecula de nebulina tern 
o comprimento exato de um filamento 
delgado. Os filamentos de actina tambem 
estao recobertos por tropomiosina e tro- 
ponina (nao mostradas; ver Figura 16-36) 
e suas duas extremidades estao capeadas. 
A tropomodulina capeia a extremidade 
menos (-) dos filamentos de actina e a 
CapZ ancora a extremidade mais (+) ao 
disco Z, o qual tambem contem a-actinina 
(nao mostrado). 


e o desenovelamento “tipo mola” desses dommios mantem os filamentos espessos po- 
sicionados no centro do sarcomero e permitem que a fibra muscular se reestruture apos 
ter sido fortemente espichada. Em C. elegans, cujos sarcomeros sao mais longos do que 
os dos vertebrados, a titina e tambem mais longa, sugerindo que ela tambem sirva como 
uma regua molecular, determinando, neste caso, o comprimento total de cada sarcomero. 

A contragao muscular e iniciada por uma subita elevagao da 
concentragao citosolica de Ca 2+ 

A interagao molecular geradora de forga entre os filamentos espessos de miosina e os fila¬ 
mentos delgados de actina ocorre somente quando um sinal e recebido pelo musculo es- 
queletico proveniente do nervo que o estimula. Imediatamente apos o recebimento do sinal, 
a celula deve ser capaz de sofrer uma rapida contragao, pelo encurtamento simultaneo de 
todos os seus sarcomeros. Duas caracteristicas principals das celulas musculares tornam 
possivel esta contragao extremamente rapida. Primeiro, como discutido anteriormente, as 
cabegas motoras das miosinas individuais gastam em cada filamento espesso apenas uma 
pequena fragao do tempo relativo ao ciclo de ATP ligadas ao filamento e ativamente gerando 
forga, de tal forma que varias cabegas de miosina podem atuar em rapida sucessao sobre o 
mesmo filamento delgado sem que uma interfira sobre a outra. Segundo, um sistema espe- 
cializado de membranas transmite rapidamente o sinal que esta chegando atraves de toda 
a celula. O sinal do nervo desencadeia um potencial de agao na membrana plasmatica da 
celula muscular (discutido no Capitulo 11), e essa excitagao eletrica se espalha rapidamente 
em uma serie de dobras membranosas, os tubulos transversals, ou tubulos T - que se esten- 
dem para o interior da membrana plasmatica em torno de cada miofibrila. O sinal e entao 
transmitido atraves de uma pequena abertura para o reticulo sarcoplasmatico, uma estrutura 
adjacente, em forma de teia, que consiste em um reticulo endoplasmatico modificado e que 
envolve cada miofibrila como se fosse uma trama de tecido (Figura 16-35A e B). 
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Figura 16-35 Tubulos T e o retfculo 
sarcoplasmatico. (A) Representagao dos 
dois sistemas de membranas que trans- 
mitem o sinal de contragao a partir da 
membrana plasmatica da celula muscular 
para todas as miofibrilas da celula. (B) 
Fotomicrografia eletronica mostrando uma 
segao transversal de urn tubulo T. Observe 
a posigao dos grandes canais de liberagao 
de Ca 2+ na membrana do retfculo sarco¬ 
plasmatico, que se conectam a membrana 
do tubulo T adjacente. (C) Diagrama es- 
quematico mostrando como se sugere que 
urn canal de liberagao de Ca 2+ da mem¬ 
brana do retfculo sarcoplasmatico se abra 
pela ativagao de urn canal de Ca 2+ contro¬ 
lado por voltagem (Animagao 16.5). (B, 
cortesia de Clara Franzini-Armstrong.) 


Quando o potencial de agao resultante ativa um canal de Ca 2+ na membrana de 
um tubulo T, um influxo de Ca 2+ gera a abertura de canais de liberagao de Ca 2+ no retfcu- 
lo sarcoplasmatico (Figura 16-35C). O Ca 2+ que flui para o citosol da infcio a contragao 
de cada miofibrila. Tendo em vista que o sinal proveniente da membrana citoplasmatica 
da celula muscular e transmitido em milissegundos (atraves dos tubulos T e do retfculo 
sarcoplasmatico) para cada um dos muitos sarcomeros da celula, todas as miofibrilas da 
celula contraem ao mesmo tempo. A elevagao da concentragao de Ca 2+ e transitoria, pois 
o Ca 2+ e rapidamente bombeado de volta ao retfculo sarcoplasmatico por uma bomba de 
Ca 2+ dependente de ATP (tambem chamada de Ca 2+ -ATPase) abundante nessa membra¬ 
na (ver Figura 11-13). Normalmente, a concentragao citoplasmatica de Ca 2+ e restaurada 
aos nfveis de repouso em 30 metros por segundo, permitindo o relaxamento das mio¬ 
fibrilas. Desse modo, a contragao muscular depende de dois processos que consomem 
enormes quantidades de ATP: o deslizamento dos filamentos, conduzido pela ATPase do 
domfnio motor da miosina, e o bombeamento de Ca 2+ , regulado pela bomba de Ca 2+ . 

A dependencia de Ca 2+ na contragao muscular esqueletica de vertebrados, e sua 
consequente dependencia de comandos transmitidos atraves de nervos, e o resultado da 
existencia de um grupo de protefnas acessorias especializadas intimamente associadas 
aos filamentos delgados de actina. Uma dessas protefnas acessorias e uma forma mus¬ 
cular da tropomiosina, a protefna alongada que se liga ao longo do sulco da helice dos 
filamentos de actina. Outra e a troponina, um complexo de tres polipeptfdeos, troponi- 
nas T, I e C (assim denominadas devido a sua agao respectiva de ligagao a tropomiosina, 
inibigao e ligagao ao Ca 2+ ). A troponina I liga-se tanto a actina quanto a troponina T. Em 
um musculo em repouso, o complexo troponina I-T puxa a tropomiosina para fora da 
fenda normal de ligagao, deixando-a em uma posigao relativa ao filamento de actina que 
interfere na ligagao das cabegas de miosina, impedindo, desse modo, qualquer interagao 
geradora de forga. Quando o nfvel de Ca 2+ e elevado, a troponina C - que se liga a ate qua- 
tro moleculas de Ca 2+ - faz a troponina I se desconectar da actina. Isso permite o retorno 
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Figura 16-36 Controle da contragao muscular esqueletica pela troponina. (A) Um filamento delgado de 
uma celula muscular esqueletica mostrando as posigoes da tropomiosina e da troponina sobre o filamento de ac¬ 
tina. Cada molecula de tropomiosina possui sete regioes regularmente espagadas com sequencia semelhante de 
aminoacidos, tendo sido sugerido que cada uma possua capacidade de se ligar a uma subunidade de actina sobre 
o filamento. (B) Imagem de microscopia crioeletronica reconstruida de um filamento de actina, mostrando a posi- 
gao relativa de uma fita de tropomiosina sobreposta na presenga ( roxo ) ou ausencia (///as) de calcio. (A, adaptado 
de G.N. Phillips, J.P. Fillers e C. Cohen, J. Mol. Biol. 192:1 11-131, 1986. Com permissao de Academic Press; B, 
adaptado de C. Xu et al., Blophys. J. 77: 985-992, 1999. Com permissao de Elsevier.) 


Figura 16-37 A contragao do musculo 
liso. (A) Sob estimulagao muscular devido 
a ativagao de receptores de superficie, o 
Ca 2+ liberado no citoplasma a partir do re- 
ticulo sarcoplasmatico (RS) liga-se a calmo- 
dulina (ver Figura 15-29). A calmodulina 
ligada ao Ca 2+ liga-se, entao, a cinase da 
cadeia leve da miosina (MLCK), que fosfo- 
rila a cadeia leve da miosina, estimulando 
sua atividade. A miosina nao muscular 
e regulada pelo mesmo mecanismo (ver 
Figura 16-39). (B) Celulas de musculo liso 
em uma segao transversal da parede intes¬ 
tinal de gato. A camada externa do mus¬ 
culo liso e orientada com o eixo longo de 
suas celulas, estendendo-se paralelamente 
ao longo do comprimento do intestino e, 
sob contragao, provocara o encurtamento 
do intestino. A camada interna e orientada 
circularmente em torno do intestino e, 
quando contraida, fara o intestino se 
tornar mais estreito. A contragao de am- 
bas as camadas empurra o material atra- 
ves do intestino, em um movimento seme¬ 
lhante ao que ocorre ao apertarmos um 
tubo de pasta de dentes. (C) Um modelo 
para o aparelho contratil em uma celula 
do musculo liso, com feixes de filamentos 
contrateis contendo actina e miosina 
( vermelho ) orientados obliquamente em 
relagao ao eixo longitudinal da celula. Sua 
contragao encurta bastante a celula. Neste 
diagrama, os angulos dos feixes estao exa- 
gerados para ilustrar esquematicamente 
o efeito da contragao. Alem disso, apenas 
alguns dos muitos feixes estao ilustrados. 
(B, cortesia de Gwen V. Childs.) 


da molecula de tropomiosina a sua posigao normal e permite que as cabegas de miosi¬ 
na deslizem sobre os filamentos de actina (Figura 16-36). A troponina C e intimamente 
relacionada a calmodulina, uma protema de ligagao a Ca 2+ bastante comum (ver Figura 
15-33); ela pode ser considerada uma forma especializada de calmodulina que adquiriu 
sitios de ligagao para a troponina lea troponina T, garantindo, desse modo, uma respos- 
ta extremamente rapida da miofibrila a elevagoes na concentragao de Ca 2+ . 

Nas celulas musculares lisas, assim denominadas por nao apresentarem as estria- 
goes regulares caracteristicas dos musculos esqueleticos, a contragao tambem e provo- 
cada por um influxo de ions calcio, mas os mecanismos de regulagao sao diferentes. A 
musculatura lisa forma a porgao contratil do estomago, do intestino e do utero, assim 
como as paredes das arterias e diversas outras estruturas que requerem contragoes len- 
tas e por longos intervalos de tempo. O musculo liso e composto por camadas de ce¬ 
lulas bastante longas e em formato de fuso, cada qual contendo um unico nucleo. As 
celulas musculares lisas nao expressam as troponinas. Em vez disso, niveis elevados de 
Ca 2+ intracelular regulam a contragao por um mecanismo dependente de calmodulina 
(Figura 16-37). A calmodulina ligada a Ca 2+ ativa a cinase da cadeia leve da miosina 
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(MLCK), desse modo, induzindo a fosforilagao de uma das duas cadeias leves da miosina 
do musculo liso. Quando a cadeia leve e fosforilada, a cabega da miosina pode interagir 
com filamentos de actina e provocar a contragao; quando ela e desfosforilada, as cabegas 
de miosina tendem a dissociar da actina, tornando-se inativas. 

Os eventos de fosforilagao que regulam a contragao das celulas musculares lisas 
ocorrem de forma relativamente lenta, e a contragao maxima frequentemente requer 
quase um segundo (em contraponto aos poucos milissegundos necessarios a contragao 
de uma celula muscular esqueletica). No entanto, uma rapida ativagao da contragao nao 
e importante para a musculatura lisa: sua miosina II hidrolisa ATP cerca de dez vezes 
mais lentamente que a miosina do musculo esqueletico, produzindo um ciclo lento de 
alteragoes conformacionais da miosina que resulta em contragao lenta. 

0 musculo cardiaco e uma delicada pega de engenharia 

O coragao e o musculo corporal que trabalha mais arduamente, contraindo cerca de 3 
bilhoes (3 X 10 9 ) de vezes ao longo da vida de um ser humano (Animagao 16.6). Varias 
isoformas especificas de miosina muscular cardiaca e actina muscular cardiaca sao ex- 
pressas nas celulas do coragao. Mesmo pequenas alteragoes nestas protemas cardiacas 
contrateis especificas - alteragoes que nao causariam quaisquer consequencias visiveis 
em outros tecidos - podem causar doengas cardiacas graves (Figura 16-38). 

O aparato contratil cardiaco normal parece ser uma maquina tao delicada e fina- 
mente ajustada que uma minima alteragao em qualquer pega pode ser suficiente para 
levar a um gradual desgaste e destruigao apos varios anos de movimentos repetitivos. 
A miocardiopatia hipertrofica familiar e uma causa comum de morte subita em atletas 
j ovens. Ela e uma condigao genetica hereditaria dominante que afeta aproximadamente 
dois em cada mil individuos e esta associada ao aumento do tamanho do coragao, vasos 
coronarios anormalmente pequenos e distiirbios no ritmo cardiaco (arritmias cardia¬ 
cas). A causa dessa condigao e uma das mais de 40 pequenas mutagoes de ponto nos 
genes que codificam a cadeia pesada de miosina |3 cardiaca (quase todas provocando 
alteragoes no dominio motor ou proximo a ele) ou uma entre as aproximadamente 12 
mutagoes descritas em outros genes que codificam protemas contrateis - como as ca¬ 
deias leves da miosina, a troponina cardiaca e a tropomiosina. As pequenas mutagoes 
troca de sentido no gene da actina cardiaca causam outro tipo de doenga do coragao, 
denominada mio car diop atia dilatada, que tambem pode resultar em insuficiencia car¬ 
diaca precoce. 

A actina e a miosina desempenham uma serie de fungoes em 
celulas nao musculares 

A maioria das celulas nao musculares contem pequenas quantidades de feixes de actina- 
-miosina II contrateis que se formam transitoriamente sob condigoes especificas e sao 
muito menos organizados do que as fibras musculares. Os feixes contrateis nao muscu¬ 
lares sao regulados pela fosforilagao da miosina, e nao pelo mecanismo da troponina 
(Figura 16-39). Esses feixes contrateis fornecem suporte mecanico para as celulas, por 
exemplo, reunindo-se em fibras de tragao corticais que conectam a celula a matriz ex- 
tracelular atraves de adesdesfocais ou formando um cinturao circunferencial que envolve 
a celula epitelial e conecta-a as celulas adjacentes atraves de jungoes aderentes (discuti- 
das no Capitulo 19). Conforme descrito no Capitulo 17, a actina e a miosina II presentes 
no anel contratil geram a forga para a citocinese, a fase final da divisao celular. Finalmen- 
te, como discutiremos adiante, os feixes contrateis tambem contribuem para a adesao e 
para o movimento de migragao das celulas. 

As celulas nao musculares tambem expressam uma grande familia de outras 
protemas miosina, que tern diversas estruturas e fungoes na celula. Apos a descober- 
ta da miosina muscular convencional, um segundo membro da familia foi encontrado 
na ameba de agua doce Acanthamoeba castellanii. Essa proteina tinha uma estrutura 
de cauda diferente e parecia funcionar como um monomero e foi, portanto, nomeada 
miosina I (referenda a uma cabega). A miosina muscular convencional foi renomeada 
para miosina II (referenda a duas cabegas). Subsequentemente, muitos outros tipos de 
miosinas foram descobertos. A cadeia pesada geralmente apresenta um dominio motor 
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Figura 16-38 Efeito, no coragao, de 
uma pequena muta^ao na miosina 
cardiaca. A esquerda, o coragao normal 
de um camundongo com 6 dias de idade. 
A direita, o coragao de um camundongo 
homozigoto para uma mutagao pontual 
no gene da miosina cardiaca que provo- 
ca a mudanga da Arg 403 para Gin. As 
setas indicam os atrios. No coragao do 
camundongo com a mutagao na miosina 
cardiaca, ambos os atrios estao bastante 
aumentados (hipertroficos). Este camun¬ 
dongo morre poucas semanas apos seu 
nascimento. (De D. Fatkin et al., J. Clin. 
Invest. 103:147-153, 1999. Com permis- 
sao de The American Society for Clinical 
Investigation.) 
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Figura 16-39 A fosforilagao da cadeia leve e a regulagao da polimerizagao da miosina II em filamentos espessos. (A) A fosforilagao controlada pela 
enzima cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) de uma das duas cadeias leves (a chamada cadeia leve reguladora, mostrada em azul-claro) em miosina II nao 
muscular em urn tubo de ensaio leva a, pelo menos, duas consequencias: provoca uma mudanga conformacional na cabega da miosina, expondo seu sitio de li¬ 
gagao com actina, e libera a cauda de miosina de uma "placa de adesao" da cabega da miosina, permitindo a associagao das moleculas de miosina sob a forma 
de filamentos espessos, curtos e bipolares. 0 musculo liso e regulado pelo mesmo mecanismo (ver Figura 16-37). (B) Fotomicrografia eletronica de filamentos 
curtos de miosina II corados negativamente que sofreram indugao de associagao in vitro pela fosforilagao de suas cadeias leves. Esses filamentos de miosina II 
sao muito menores do que os filamentos encontrados nas celulas musculares esqueleticas (ver Figura 16-27). (B, cortesia de John Kendrick-Jones.) 


Figura 16-40 Membros da superfamflia 
da miosina. Uma comparagao dos do- 
mfnios estruturais das cadeias pesadas de 
alguns tipos de miosina. Todas as miosinas 
compartilham dominios motores similares 
(mostrados em verde-escuro), mas apre- 
sentam caudas C-terminais (em verde-cla- 
ro) e extensoes N-terminais (em azul-claro) 
muito diversas. A direita estao esquemas 
da estrutura molecular de membros desta 
famflia. Muitas miosinas formam dimeros, 
com dois dominios motores por molecula, 
mas algumas (como e o caso das miosinas 
I, III e XIV) parecem atuar como monome- 
ros, contendo urn unico domfnio motor. A 
miosina VI, apesar de se apresentar estru- 
turalmente similar aos outros membros da 
famflia, e a unica que se move em diregao 
a extremidade menos (-) (em vez de mo- 
ver-se em diregao a extremidade mais [+]) 
sobre urn filamento de actina. A pequena 
insergao existente no interior do seu domf- 
nio motor de cabega, especffica desta mio¬ 
sina, e provavelmente a responsavel pela 
mudanga de diregao no movimento. 


de miosina facilmente reconhecfvel na regiao N-terminal, e, entao, diverge amplamente, 
apresentando uma grande variedade de dominios de cauda C-terminal (Figura 16-40). 
A famflia da miosina inclui uma serie de membros de uma cabega e de duas cabegas que 
sao aproximadamente relacionados da mesma forma com a miosina I e com a miosina 
II, e a nomenclatura atual reflete aproximadamente a ordem de suas descobertas (da 
miosina III ate pelo menos a miosina XVIII). As comparagoes entre as sequencias de di- 
versos eucariotos indicam que existem pelo menos 37 famflias distintas de miosina den- 
tro dessa superfamflia. Com uma unica excegao, todas as miosinas se movem em diregao 
a extremidade mais (+) do filamento de actina, no entanto suas velocidades de movi¬ 
mento sao diferentes. A excegao e a miosina VI, que se move rumo a extremidade menos 
(—) do filamento. As caudas das miosinas (e as caudas das protefnas motoras em geral) 
aparentemente sofreram diversificagao durante a evolugao para permitir as protefnas a 
ligagao a outras subunidades e para que possam interagir com diferentes cargas. 

Algumas miosinas sao encontradas apenas nas plantas, e algumas sao encontradas 
apenas em vertebrados. A maioria, no entanto, esta presente em todos os eucariotos, 
sugerindo que as miosinas surgiram cedo na evolugao eucariotica. O genoma humano 
contem aproximadamente 40 genes da miosina. Nove das miosinas humanas sao expres- 
sas predominante ou exclusivamente nas celulas pilosas do ouvido interno, e mutagoes 
em cinco delas sao conhecidamente causadoras de surdez hereditaria. Essas miosinas 
extremamente especializadas sao importantes para a construgao e fungao dos belos e 
complexos feixes de actina encontrados nos estereocflios que se estendem a partir da 
superffcie apical destas celulas (ver Figura 9-51); essas protrusoes celulares vibram em 
resposta ao som e convertem ondas sonoras em sinais eletricos. 
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Figura 16-41 A miosina V transporta 
cargas sobre os filamentos de acti¬ 
na. (A) 0 brago de alavanca da miosina 
V e longo, permitindo-lhe dar um passo 
maior do que o dado pela miosina II, sobre 
o filamento de actina (ver Figura 16-29). 

(B) A miosina V transporta cargas e orga- 
nelas ao longo dos filamentos de actina, 
neste exemplo, ela esta transportando 
uma mitocondria para o broto em cresci- 
mento de uma celula de levedura. 


As fungoes da maioria das miosinas ainda nao foram determinadas, mas varias 
dessas moleculas ja foram bem caracterizadas. As protemas miosina I frequentemente 
contem um segundo sitio de ligagao a actina ou um sitio de ligagao a membrana em suas 
caudas, e estao geralmente envolvidas na organizagao intracelular - incluindo a protru- 
sao de estruturas ricas em actina na superficie da celula, tais como as microvilosidades 
(ver Painel 16-1 e Figura 16-4), e a endocitose. A miosina V e uma miosina de duas ca- 
begas que apresenta uma grande amplitude de passo (Figura 16-41A) e esta envolvi- 
da no transporte das organelas ao longo dos filamentos de actina. Em contraste com as 
protemas motoras de miosina II, que trabalham em conjunto e estao conectadas apenas 
transitoriamente aos filamentos de actina para nao interferirem umas nas outras, a mio¬ 
sina V move-se continuamente, ou processivamente, ao longo dos filamentos de actina 
sem se dissociar. As fungoes da miosina V sao bem estudadas na levedura Saccharomyces 
cerevisiae, que sofre um padrao de crescimento e divisao tipico chamado de brotamento. 
Os filamentos de actina na celula-mae apontam em diregao ao broto, onde a actina esta 
concentrada em regioes nas quais o crescimento da parede celular esta ocorrendo. As 
protemas motoras miosina V transportam uma vasta gama de cargas - incluindo mRNA, 
reticulo endoplasmatico e vesiculas secretoras - ao longo dos filamentos de actina, para 
o interior dos brotos. Alem disso, a miosina V medeia a distribuigao correta das organe¬ 
las, como peroxissomos e mitocondrias, entre as celulas mae e filha (ver Figura 16-41B). 

Resumo 

Usando o seu dommio do pescogo como um brago de alavanca, as miosinas convertem a 
hidrolise de ATP em trabalho mecanico possibilitando seu movimento gradual sobre os fi¬ 
lamentos de actina. O musculo esqueletico e composto por miofibrilas contendo milhares 
de sarcomerosformados a partir de arranjos altamente organizados de filamentos de acti¬ 
na e de miosina II, juntamente com diversas protemas acessorias. A contragao muscular e 
estimulada pelo calcio, que provoca o movimento da protema tropomiosina associada ao 
filamento de actina, revelando sitios de ligagao a miosina e permitindo que os filamentos 
deslizem uns sobre os outros. O musculo liso e as celulas nao musculares possuemfeixes con- 
trateis de actina e miosina menos organizados, que sao regulados por fosforilagao da cadeia 
leve da miosina. A miosina V transporta cargas se deslocando sobre os filamentos de actina. 

MICROTUBULOS 

Os microtubulos sao estruturalmente mais complexos do que os filamentos de actina, mas 
eles tambem sao altamente dinamicos e desempenham fungoes comparativamente diver¬ 
sas e importantes para a celula. Os microtubulos sao polimeros da protema tubulina. A 
subunidade de tubulina e, em si, um heterodimero formado por duas protemas globulares 
intimamente relacionadas chamadas a-tubulina e p-tubulina, cada uma composta por 445 
a 450 aminoacidos, sendo as subunidades firmemente unidas por ligagoes nao covalentes 
(Figura 16-42A). Essas duas protemas tubulina sao encontradas apenas nesse heterodime¬ 
ro, e cada monomero a ou (3 tern um sitio de ligagao para uma molecula de GTP. O GTP liga- 
do a a-tubulina encontra-se fisicamente ligado a interface do dimero e nunca e hidrolisado 
ou substituido; ele pode, portanto, ser considerado parte integrante da estrutura do hetero¬ 
dimero de tubulina. O nucleotideo na (3-tubulina, em contraste, pode estar sob a forma de 
GTP ou GDP e e passivel de substituigao no dimero de tubulina soluvel (nao polimerizado). 
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A tubulina ocorre em todas as celulas eucarioticas, podendo ser encontrada sob 
multiplas isoformas. As tubulinas de levedura e de seres humanos apresentam uma simi- 
laridade de 75% em mvel da sequencia de aminoacidos. Nos mamiferos ha pelo menos 
seis formas de a-tubulina e um numero semelhante de (3-tubulinas, cada uma codifi- 
cada por um gene diferente. As diferentes formas de tubulina sao bastante similares e 
geralmente copolimerizam em microtubulos mistos em testes in vitro. No entanto, elas 
podem ter distribuigao distinta nas celulas e tecidos e executar fungoes sutilmente dife¬ 
rentes. Como um exemplo, as mutagoes em um gene de uma p-tubulina humana espe- 
cifica dao origem a um transtorno de paralisia do movimento ocular devido a perda da 
fungao do nervo optico. Numerosas doengas neurologicas humanas tern sido associadas 
a mutagoes especificas nos diferentes genes de tubulina. 

Os microtubulos sao tubos ocos compostos a 
partir de protofilamentos 

Um microtubulo e uma estrutura cilmdrica oca construida a partir de 13 protofilamen¬ 
tos paralelos, cada um composto de heterodimeros de a(3-tubulina empilhados cabega a 
cauda e enoveladas em forma de um tubo (Figura 16-42B-D). A polimerizagao do micro¬ 
tubulo gera dois novos tipos de contatos entre protemas. Ao longo do eixo longitudinal do 
micro tubulo, o “topo” de uma molecula de p-tubulina forma uma interface com a “base” 
de uma molecula de a-tubulina da subunidade heterodimerica adjacente. Essa interface 
assemelha-se bastante a interface que mantem os monomeros a e p unidos na subunida¬ 
de dimerica e apresenta uma alta energia de ligagao. Perpendicularmente a essas intera- 
goes, sao formados contatos laterais entre protofilamentos vizinhos. Nessa dimensao, os 


(A) 



50 nm 


Figura 16-42 Estrutura de um microtubulo e de suas subunidades. (A) A subunidade de cada protofilamento e um heterodimero de tubulina, formado 
por um par de monomeros de a e p-tubulina ligados com alta afinidade. A molecula de GTP no monomero de a-tubulina esta tao fortemente associada que 
pode ser considerada como parte integrante da protefna. A molecula de GTP no monomero de p-tubulina, no entanto, apresenta uma associagao de menor 
afinidade e desempenha papel importante na dinamica do filamento. Ambos os nucleotideos estao apresentados em vermelho. (B) Uma subunidade de tubulina 
(heterodimero ap) e um protofilamento estao apresentados esquematicamente. Cada protofilamento consiste em diversas subunidades adjacentes com a mes- 
ma orientagao. (C) 0 microtubulo e um cilindro oco rfgido formado por 13 protofilamentos alinhados paralelamente. (D) Um segmento curto de microtubulo, 
visto em microscopia eletronica. (E) Fotomicrografia eletronica de uma secgao transversal de um microtubulo mostrando um anel de 13 protofilamentos distin- 
tos. (D, cortesia de Richard Wade; E, cortesia de Richard Linck.) 
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principals contatos laterals ocorrem entre monomeros de mesmo tipo ( a-a e (B—p). Como 
os contatos longitudinals e laterals sao repetidos durante a polimerizagao, um leve desem- 
parelhamento entre os contatos laterals da origem a rede de microtubulos helicoidal. Visto 
que multiplos contatos nesse arranjo mantem unidas a maior parte das subunidades de 
um microtubulo, a adigao ou a perda de subunidades ocorre quase exclusivamente nas ex- 
tremidades do microtubulo (ver Figura 16-5). Esses contatos multiplos entre subunidades 
fazem os microtubulos serem rigidos e dificeis de serem flexionados. O comprimento de 
persistencia de um microtubulo e de varios milimetros, o que os torna os elementos estru- 
turais mais rijos e resistentes encontrados na maioria das celulas animais. 

Cada um dos protofilamentos de um microtubulo e polimerizado a partir de su¬ 
bunidades que apontam para a mesma diregao, sendo os protofilamentos, eles proprios, 
alinhados paralelamente (ver Figura 16-42). Portanto, a propria rede de microtubulos 
tern uma polaridade estrutural distinta, com as a-tubulinas expostas na extremidade 
menos e as p-tubulinas expostas na extremidade mais. Da mesma forma que para os 
filamentos de actina, a orientagao regular e paralela de suas subunidades da origem a 
polaridade estrutural e dinamica dos microtubulos (Figura 16-43), com as extremidades 
mais (+) crescendo e encolhendo mais rapidamente. 


Microtubulos sofrem instabilidade dinamica 


A dinamica dos microtubulos, como a dos filamentos de actina, e profundamente in- 
fluenciada pela ligagao e hidrolise de nucleotideos - neste caso, GTP. A hidrolise do GTP 
ocorre apenas na subunidade de p-tubulina do dimero de tubulina. Ela procede muito 
lentamente em subunidades livres de tubulina, mas e acelerada quando essas subunida¬ 
des estao incorporadas em microtubulos. Apos a hidrolise do GTP, o grupo fosfato livre e 
liberado e o GDP permanece ligado a p-tubulina na rede dos microtubulos. Assim, como 
no caso dos filamentos de actina, dois tipos diferentes de estruturas de microtubulos 
podem existir, uma com a “forma T” do nucleotideo ligada (GTP) e uma com a “forma 
D” ligada (GDP). A energia da hidrolise de nucleotideos e armazenada como deforma- 
gao elastica na rede de polimero, tornando a variagao de energia livre para a dissociagao 
de uma subunidade a partir da forma D do polimero mais negativa do que a variagao 
de energia livre para a dissociagao de uma subunidade da forma T do polimero. Como 
consequencia, a razao entre k oii /k on da tubulina GDP (sua concentragao critica [C c (D)]) e 
muito maior do que a da tubulina GTP. Desse modo, sob condigoes fisiologicas, a tubuli¬ 
na GTP tende a polimerizar e a tubulina GDP tende a despolimerizar. 

As velocidades relativas de hidrolise de GTP e adigao de tubulina definem se as 
subunidades de tubulina na extremidade de um microtubulo estarao sob a forma T ou 
D. Se a taxa de adigao de subunidades for alta - e, portanto, o filamento esta crescendo 
rapidamente -, e provavel que uma nova subunidade seja adicionada ao polimero antes 
que o nucleotideo da subunidade anteriormente adicionada seja hidrolisado. Nesse caso, 
a extremidade do polimero permanecera sob a forma T, originando uma capa de GTP. En- 
tretanto, se a taxa de adigao de subunidades e baixa, a hidrolise podera ocorrer antes da 
adigao da proxima subunidade, e a extremidade do filamento se apresentara sob a forma 
D. Se subunidades de tubulina GTP sao adicionadas a extremidade do microtubulo a uma 
taxa semelhante a taxa de hidrolise de GTP, a hidrolise podera, eventualmente, “alcangar” 
a velocidade de adigao de subunidades e transformar a extremidade em uma forma D. 
Essa transformagao e subita e aleatoria, seguindo uma determinada probabilidade por 
unidade de tempo, que depende da concentragao de subunidades livres de tubulina GDP. 

Suponha que a concentragao de tubulina livre seja intermediary entre a concentra¬ 
gao critica de uma extremidade de forma Tea concentragao critica de uma extremidade 
de forma D (i.e., acima da concentragao necessaria para a adigao da forma T, mas abaixo 
daquela para a forma D). Nesse momento, qualquer extremidade que esteja sob a forma 
T sofrera crescimento, ao passo que qualquer extremidade que esteja sob a forma D apre- 

Figura 16-43 O crescimento preferencial de microtubulos ocorre na extremidade mais (+). Os microtu¬ 
bulos crescem mais rapidamente em uma das extremidades, em comparagao a extremidade oposta. Um feixe 
estavel de microtubulos obtido a partir do nucleo de um cflio (chamado um axonema) foi incubado durante um 
curto periodo de tempo com subunidades de tubulina sob condigoes de polimerizagao. Os microtubulos crescem 
mais rapidamente na extremidade mais (+) do feixe, a extremidade que se encontra na parte superior desta fo- 
tomicrografia. (Cortesia de Gary Borisy.) 
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sentara dissociagao e consequente encurtamento. Em um determinado filamento, uma 
extremidade sob a forma T podera crescer durante um dado periodo de tempo, mas entao 
repentinamente mudar para a forma D e comegar a encurtar de forma rapida, mesmo con- 
siderando que a concentragao de subunidades livres tenha se mantido constante. Algum 
tempo depois, este filamento pode readquirir a forma T e comegar a crescer novamente. 
Esta rapida interconversao entre um estado de crescimento e de encurtamento, sob uma 
concentragao uniforme de subunidades livre, e chamada instabilidade dinamica (Figu- 
ras 16-44A e 16-45; ver Painel 16-2). A mudanga do crescimento para o encurtamento e 
chamada de catastrofe, enquanto a mudanga para o crescimento e chamada de resgate. 

Em uma populagao de microtubulos, em um dado instante, algumas extremidades 
estao sob a forma T ao passo que outras se encontram sob a forma D, em uma razao 
dependente da taxa de hidrolise e da concentragao de subunidades. In vitro, a diferenga 
estrutural entre as extremidades de forma T e as extremidades de forma D e marcante. 
As subunidades de tubulina com GTP ligado ao monomero p produzem protofilamentos 
retos que interagem entre si por contatos laterais fortes e regulares. A hidrolise de GTP 
para GDP esta associada, no entanto, a uma discreta alteragao conformacional na pro- 
teina, que provoca uma flexao nos protofilamentos (Figura 16-44B). Em um micro tubu- 
lo em rapido crescimento, a capa de GTP parece restringir a curvatura dos protofilamen¬ 
tos, e as extremidades parecem lineares. No entanto, quando as subunidades terminais 
tern seus nucleotideos hidrolisados, essa restrigao e abolida, e os protofilamentos curvos 
afastam-se. Essa liberagao cooperativa da energia de hidrolise armazenada no arranjo de 
microtubulos resulta em uma rapida dissociagao dos protofilamentos curvos, podendo 
ser observados oligomeros curvos de tubulina contendo GDP nas proximidades dos mi¬ 
crotubulos em processo de despolimerizagao (Figura 16-44C). 

As fungoes dos microtubulos sao inibidas por farmacos 
estabilizadores e desestabilizadores dos polfmeros 

Os compostos quimicos que prejudicam a polimerizagao ou a despolimerizagao dos mi¬ 
crotubulos sao ferramentas poderosas para a investigagao do papel desses polimeros em 
celulas. Enquanto a colchicina e o nocodazol interagem com subunidades de tubulina e 
levam a despolimerizagao dos microtubulos, o paclitaxel se liga aos microtubulos estabi- 
lizando-os, o que leva a um aumento liquido da polimerizagao da tubulina (ver Tabela 16- 
1). Os farmacos desse tipo provocam um rapido e intenso efeito sobre a organizagao dos 
microtubulos das celulas vivas. Tanto os farmacos de despolimerizagao dos microtubulos 
(como o nocodazol) quanto os farmacos de polimerizagao de microtubulos (como o pacli¬ 
taxel) matam preferencialmente as celulas em divisao, visto que microtubulos dinamicos 
sao essenciais para o correto funcionamento do fuso mitotico (discutido no Capitulo 17). 
Alguns desses farmacos matam de maneira eficiente certos tipos de celulas tumorais em 
pacientes humanos, apesar de apresentarem um determinado grau de toxicidade para as 
celulas normais que apresentam uma alta taxa de divisao, como e o caso das celulas da 
medula ossea, do intestino e dos foliculos pilosos. O paclitaxel, especificamente, tern sido 
amplamente utilizado no tratamento de cancer de mama e de pulmao, com frequencia 
atingindo sucesso no tratamento de tumores resistentes a outros agentes quimioterapicos. 

Um complexo proteico contendo 7-tubulina promove a 
nucleagao dos microtubulos 

Visto que a formagao de um microtubulo requer a interagao de varios heterodimeros 
de tubulina, a concentragao das subunidades de tubulina necessaria para a nucleagao 
espontanea de microtubulos e muito alta. Portanto, a nucleagao dos microtubulos re¬ 
quer a ajuda de outros fatores. Enquanto a e p-tubulinas sao unidades fundamentais dos 
microtubulos, outro tipo de tubulina, chamado y-tubulina, esta presente em quantida- 
des muito menores do que a e p-tubulina e esta envolvido na nucleagao do crescimento 
dos microtubulos em diferentes organismos, que variam de leveduras a seres humanos. 
Os microtubulos sao geralmente nucleados a partir de uma localizagao intracelular 
especifica conhecida como um centro organizador dos microtubulos (MTOC) onde 
7 -tubulina e encontrada em maior concentragao. A nucleagao depende em muitos casos 
do complexo do anel da 7 -tubulina ( 7 -TuRC). Dentro desse complexo, duas protemas 
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Figura 16-44 Instabilidade dinamica devido a diferen^as estruturais entre as extremidades do microtubulo que estao sob crescimento e encurta¬ 
mento. (A) Se a concentragao de tubulina livre em solugao esta entre as concentragoes crfticas das formas ligadas a GTP e a GDP, uma extremidade individual 
de urn microtubulo pode sofrer transigoes entre urn estado de crescimento e urn estado de encurtamento. Urn microtubulo em crescimento possui subunidades 
com GTP em sua extremidade, formando uma protegao, ou capa, de GTP Se a hidrolise de nucleotideos ocorre mais rapidamente do que a adigao de subuni¬ 
dades, essa protegao e perdida, e o microtubulo comega a sofrer encurtamento, em urn evento denominado "catastrofe". No entanto, subunidades com GTP 
ainda podem ser adicionadas a extremidade que esta sob encurtamento e, se inseridas subunidades suficientes para formar uma nova capa, o microtubulo 
retoma o crescimento em urn evento chamado de "resgate". (B) Modelo para as consequencias estruturais da hidrolise de GTP na estrutura do microtubulo. 

A adigao de subunidades de tubulina contendo GTP a extremidade de urn protofilamento provoca o crescimento linear deste, que podera facilmente adotar a 
forma da parede cilfndrica do microtubulo. A hidrolise de GTP, apos a polimerizagao, modifica a conformagao das subunidades e tende a forgar uma flexao do 
protofilamento, tornando-o menos eficiente na formagao da parede do microtubulo. (C) Em urn microtubulo intacto, protofilamentos formados de subunidades 
com GDP sao forgados a adotar uma conformagao linear devido a existencia de muitas ligagoes laterais dentro da parede do microtubulo, o que leva a formagao 
de uma capa estavel de subunidades contendo GTP A perda da capa de GTP, no entanto, permite o relaxamento dos protofilamentos com GDP que adquirem a 
conformagao mais curvada. Isso leva a uma disrupgao progressiva do microtubulo. Acima dos desenhos que esquematizam microtubulos em crescimento e em 
encurtamento, fotomicrografias eletronicas mostram microtubulos reais em cada urn desses dois estados. Observe particularmente os protofilamentos curvados 
de subunidades de GDP que estao desintegrando-se na extremidade do microtubulo em encurtamento. (C, de E.M. Mandelkow, E. Mandelkow e R.A. Milligan, 
J. Cell Biol. 1 14:977-991, 1991. Com permissao de The Rockefeller University Press.) 
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Figura 16-45 A observagao direta da 
instabilidade dinamica dos microtubu- 
los em uma celula viva. Microtubulos 
em uma celula epitelial pulmonar de um 
tritao foram observados apos a celula ter 
sido injetada com uma pequena quanti- 
dade de tubulina marcada com rodamina. 
Observe a instabilidade dinamica dos 
microtubulos na borda da celula. Quatro 
microtubulos foram indicados individual- 
mente para facilitar esta observagao: cada 
um deles mostra padroes alternados de 
crescimento e encurtamento (Animagao 
16.1). (Cortesia de Wendy C. Salmon e 
Clare Waterman-Storer.) 


Os microtubulos irradiam a partir do centrossomo nas 
celulas animais 

Muitas celulas animais tem um unico e bem definido MTOC, chamado centrossomo, 
que esta localizado proximo ao nucleo, e a partir do qual os microtubulos sao nucleados 
nas suas extremidades menos (—), enquanto as extremidades mais (+) apontam para 
fora e continuamente sofrem aumento e encurtamento, sondando o volume tridimen¬ 
sional completo da celula. Um centrossomo geralmente recruta mais de 50 copias de 
7 -TuRC. Alem disso, as moleculas de 7 -TuRC sao encontradas no citoplasma, e os cen- 
trossomos nao sao absolutamente necessarios para a nucleagao de microtubulos, visto 
que sua destruigao atraves de um pulso de laser nao impede que ocorra a nucleagao dos 
microtubulos em outras partes da celula. Uma ampla variedade de protemas com capa- 
cidade de ancoragem do 7 -TuRC no centrossomo ja foi identificada, mas os mecanismos 
que ativam a nucleagao dos microtubulos em MTOCs e em outros locais da celula ainda 
nao estao completamente compreendidos. 

Dois centriolos encontram-se imersos no centrossomo, compondo um par de es- 
truturas cilmdricas dispostas em angulos retos, uma em relagao a outra, em uma confi- 
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acessorias ligam-se diretamente a 7 -tubulina, juntamente com varias outras protemas 
que ajudam a criar um anel espiral de moleculas de 7 -tubulina, o qual serve como molde 
para gerar um microtubulo com 13 protofilamentos (Figura 16-46). 
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Figura 16-46 Nucleagao de microtubulos pelo complexo do anel da 7 -tubulina. (A) Duas copias de 7 -tubulina 
associam-se a um par de proteinas acessorias para formar 0 complexo pequeno de 7 -tubulina ( 7 -TuSC). Esta imagem 
foi gerada por microscopia eletronica de alta resolugao de complexos purificados individuals. (B) Sete copias de 
7 -TuSC associam-se para formar uma estrutura em espiral em que a ultima 7 -tubulina se encontra abaixo da primei- 
ra, resultando em 13 subunidades de y-tubulina expostas em uma orientagao circular que corresponde a orientagao 
dos 13 protofilamentos em um microtubulo. (C) Em muitos tipos de celulas, as espirais de 7 -TuSC se associam a 
proteinas acessorias adicionais para formar 0 complexo do anel da 7 -tubulina ( 7 -TuRC), que e capaz de promover a 
nucleagao da extremidade menos (-) de um microtubulo, como ilustrado. Observe a descontinuidade longitudinal 
entre dois protofilamentos, que resulta da orientagao em espiral das subunidades de 7 -tubulina. Os microtubulos 
geralmente possuem uma dessas "fissuras", quebrando a uniformidade do empacotamento helicoidal de protofila¬ 
mentos. (Ae B, de J.M. Kollman etal., Nature 466:879-883, 2010. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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(A) (B) anel de 7-tubulina do centrossomo 

Figura 16-47 O centrossomo. (A) 0 centrossomo e 0 principal MTOC nas celulas animais. Localizado no citoplas- 
ma, proximo ao nucleo, ele consiste em uma matriz amorfa de proteinas fibrosas as quais os complexos em anel da 
7 -tubulina que irao nuclear 0 crescimento de microtubulos estao ligados. Essa matriz e organizada por urn par de 
centriolos, conforme descrito no texto. (B) Urn centrossomo com microtubulos ligados. A extremidade menos (-) 
de cada microtubulo esta inserida no centrossomo, tendo crescido a partir de urn complexo em anel da 7 -tubulina, 
ao passo que a extremidade mais (+) de cada microtubulo encontra-se livre no citoplasma. (C) Em uma imagem re- 
construfda de MTOC de uma celula de C. elegans, pode ser observado urn denso emaranhado de microtubulos que 
emana de urn centrossomo. (C, de E.T. O'Toole et al., J. Cell Biol. 163:451-456, 2003. Com permissao dos autores.) 



guragao em forma de L (Figura 16-47). Um centriolo consiste em um arranjo cilmdrico 
de microtubulos curtos e modificados, dispostos em forma de barril e apresentando uma 
impressionante simetria nonamerica (Figura 16-48). Juntamente com um grande nu- 
mero de proteinas acessorias, os centriolos organizam o material pericentriolar, onde 
ocorre a nucleagao dos microtubulos. Conforme descrito no Capitulo 17, os centrosso- 
mos duplicam-se e dividem-se antes da mitose, cada metade contendo um par de centri¬ 
olos duplicados. Os dois centrossomos se movem para lados opostos do nucleo no imcio 
da mitose e originam os dois polos do fuso mitotico (ver Painel 17-1). 

A organizagao dos microtubulos varia muito entre diferentes especies e tipos de 
celulas. Em leveduras de brotamento, os microtubulos sao nucleados em um MTOC que 
esta inserido no envelope nuclear, sob a forma de uma pequena estrutura multicamada 
denominada corpo polar do fuso , que e tambem encontrada em outros fungos e diato- 
maceas. As celulas de plantas superiores parecem nuclear microtubulos em locais distri- 
buidos por todo o envelope nuclear e no cortex celular. Nem os fungos e nem a maioria 


(A) Apendices ( B ) 



microtubulos 


Figura 16-48 Um par de centriolos no 
centrossomo. (A) Uma fotomicrografia 
eletronica de um corte fino de um centros¬ 
somo isolado mostrando 0 centriolo-mae 
com seus apendices distais e 0 centriolo- 
-filho adjacente, que se formou atraves de 
um evento de duplicagao durante a fase 
S (ver Figura 17-26). No centrossomo, um 
par de centriolos esta rodeado por uma 
matriz densa de material pericentriolar 
a partir da qual ocorre a nucleagao dos 
microtubulos. Os centriolos tambem atuam 
como corpos basais para a nucleagao dos 
axonemas ciliares (ver Figura 16-68). (B) 
Fotomicrografia eletronica de um corte 
transversal atraves de um centriolo no 
cortex de um protozoario. Cada centriolo 
e composto por nove conjuntos de trios 
de microtubulos dispostos sob a forma 
de um cilindro. (C) Cada trio contem um 
microtubulo completo (um microtubulo A) 
fusionado a dois microtubulos incompletos 
(os microtubulos B e C). (D) A proteina 
centriolar SAS -6 forma um dimero super- 
torcido. Nove dimeros SAS -6 podem asso¬ 
ciate para formar um anel. Localizado no 
nucleo da estrutura em forma de carretel, 
acredita-se que 0 anel SAS -6 seja responsa- 
vel pela simetria nonamerica do centriolo. 
(A, de M. Paintrand, et al. J. Struct. Biol. 

108:107, 1992. Com permissao de Else¬ 
vier; B, cortesia de Richard Linck; D, corte- 
sia de Michel Steinmetz.) 
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Figura 16-49 Um arranjo de microtu- 
bulos pode localizar o centro de uma 
celula. Apos a retirada, com o auxflio de 
uma agulha, de uma parte de uma celula 
pigmentar de peixe, os microtubulos 
presentes no fragmento celular isolado 
reorganizam-se de tal modo que suas 
extremidades menos (-) se posicionam na 
sua regiao central, no interior de um novo 
centro organizador de microtubulos. 


Centrossomo 
contendo um 



das celulas vegetais content centriolos. Apesar dessas diferengas, todas essas celulas pa- 
recem usar 7 -tubulina para nuclear seus microtubulos. 

Em celulas animais em cultura, a configuragao semelhante a uma estrela dos mi¬ 
crotubulos e robusta, com extremidades mais (+), dinamicas, apontando para a peri- 
feria da celula e extremidades menos (—), estaveis, recolhidas proximo ao micleo. O 
sistema de microtubulos que irradia a partir do centrossomo atua como um aparelho 
que vigia os limites celulares e posiciona o centrossomo na regiao central da celula. Mes- 
mo em um fragmento isolado de celulas sem o centrossomo, microtubulos dinamicos 
organizam-se em um arranjo em forma de estrela com as extremidades menos dos mi¬ 
crotubulos agrupadas no centro do arranjo devido a protemas de ligagao a extremidade 
menos (Figura 16-49). Essa capacidade que o citoesqueleto dos microtubulos possui de 
localizar o centro da celula estabelece um sistema geral coordenado, que e, entao, utili- 
zado para posicionar as diferentes organelas no interior da celula. As celulas altamente 
especializadas, com morfologias complexas, como os neuronios, as celulas musculares e 
as celulas epiteliais devem utilizar mecanismos adicionais de medida no estabelecimen- 
to de seus sistemas coordenados internos mais elaborados. Assim, por exemplo, quando 
uma celula epitelial forma jungoes celula-celula e torna-se altamente polarizada, as ex¬ 
tremidades menos (-) dos microtubulos sao movidas para uma regiao proxima a mem- 
brana plasmatica apical. A partir dessa localizagao assimetrica, um arranjo de microtu¬ 
bulos se estende ao longo do eixo do comprimento da celula, com suas extremidades 
mais (+) voltadas para a superficie basal (ver Figura 16-4). 

Protefnas de ligagao aos microtubulos modulam a dinamica e a 
organizagao dos filamentos 

A dinamica da polimerizagao dos microtubulos e muito diferente nas celulas quando 
comparada a dinamica em solugoes de tubulina pura. Os microtubulos em celulas exi- 
bem uma velocidade muito superior de polimerizagao (normalmente 10 a 15 |jim/min, 
em relagao a cerca de 1,5 |jim/min da tubulina purificada em concentragoes semelhan- 
tes), uma frequencia maior de catastrofe, e pausas longas no crescimento dos micro¬ 
tubulos, um comportamento dinamico raramente observado em solugoes de tubulina 
pura. Essas e outras diferengas surgem porque a dinamica dos microtubulos no interior 
das celulas e regulada por uma ampla variedade de protemas que se ligam aos dimeros 
de tubulina ou aos microtubulos, como resumido no Painel 16-4. 

As protemas que se ligam aos microtubulos sao coletivamente chamadas de pro¬ 
temas de associagao a microtubulos (MAPs; do ingles, microtubule-associated proteins). 
Algumas MAPs podem estabilizar os microtubulos evitando sua dissociagao. Um subgru- 
po de MAPs tambem pode mediar a interagao de microtubulos com outros componentes 
celulares. Esse subgrupo e bastante presente em neuronios, nos quais feixes de microtubu¬ 
los estabilizados formam o centro dos axonios e dos dendritos que se estendem a partir do 
corpo celular (Figura 16-50). Essas MAPs apresentam pelo menos um dominio de ligagao a 
superficie do microtubulo e outro que se projeta a partir do microtubulo. O comprimento do 
dominio que se projeta pode determinar a distancia de empacotamento dos microtubulos 
associados pela MAP, como demonstrado em celulas que foram modificadas para a super- 
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Algumas das principals protefnas acessorias do citoesqueleto de microtubulos. Excetuando-se as duas classes de protefnas 
motoras, e ilustrado um exemplo para cada um dos principals tipos de protefnas acessorias. Cada um desses tipos e discutido 
no texto. No entanto, a maioria das celulas contem mais de uma centena de protefnas de liga^ao ao microtubulo diferentes, 
e - como ocorre no caso de protefnas associadas a actina - provavelmente existam tipos importantes de protefnas de 
associagao a microtubulos que ainda nao foram identificados. 
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Figura 16-51 Organizagao dos feixes 
de microtubulos pelas MAPs. (A) MAP2 
liga-se a lateral do microtubulo por uma 
de suas extremidades e estende um longo 
brago, sob a forma de uma projegao, con- 
tendo um segundo donmnio de ligagao ao 
microtubulo, em sua outra extremidade. 

(B) Tau possui um dommio de interligagao 
a microtubulos mais curto. (C) Fotomi- 
crografia eletronica mostrando um corte 
transversal de um feixe de microtubulos 
em uma celula com superexpressao de 
MAP2. 0 espagamento regular dos micro¬ 
tubulos (MTs) nesse feixe e consequencia 
do comprimento constante dos bragos 

da MAP2. (D) Corte transversal similar de 
um feixe de microtubulos de uma celula 
superexpressando tau. Nesse caso, o espa¬ 
gamento dos microtubulos e menor e eles 
encontram-se mais proximos do que em 

(C) , pois tau possui um brago relativamen- 
te menor. (C e D, cortesia de J. Chen et al., 
Nature 360:674-677, 1992. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 


Figura 16-50 Posicionamento das MAPs no axonio e nos dendritos de um neuronio. Esta fotomicrogra- 
fia de imunofluorescencia mostra a distribuigao da proteina tau iyerde) e MAP2 {cor de laranja) em um neuronio 
do hipocampo em cultura. A coloragao de tau esta restrita ao axonio (longo e ramificado neste neuronio), ao 
passo que a coloragao de MAP2 esta confinada ao corpo celular e a seus dendritos. 0 anticorpo usado para a 
detecgao de tau liga-se unicamente a tau nao fosforilada; a tau fosforilada tambem esta presente nos dendritos. 
(Cortesia de James W. Mandell e Gary A. Banker.) 

produgao de diferentes MAPs. As celulas que superexpressam MAP2, que apresenta longos 
dommios projetados, formam feixes de microtubulos estaveis com um amplo espagamento, 
ao passo que celulas que superexpressam tau, uma MAP que apresenta dommios de pro¬ 
jegao curtos, formam feixes de microtubulos empacotados de forma muito mais compacta 
(Figura 16-51). As MAPs sao o alvo de diversas protemas-cinase e a fosforilagao de uma 
MAP pode controlar tanto sua atividade como seu posicionamento no interior das celulas. 

Protefnas de ligagao a extremidade mais (+) do microtubulo 
modulam as conexoes e a dinamica dos microtubulos 

As celulas contem inumeras protemas que se ligam as extremidades dos microtubulos 
e, assim, influenciam sua estabilidade e dinamica. Essas protemas podem influenciar 
a velocidade na qual um microtubulo muda do estado de crescimento para um estado 
de encurtamento (a frequencia de catastrofes) ou a taxa de mudanga de um estado de 
encurtamento para um estado de crescimento (a frequencia de resgates). Por exemplo, 
membros de uma familia de protemas relacionadas a cinesina, conhecidos como fato- 
res de catastrofe (ou cinesina-13) ligam-se as extremidades mais (+) dos microtubulos 
e parecem forgar a separagao dos protofilamentos, diminuindo a barreira normal de 
energia de ativagao que impede que um microtubulo adquira a forma caracteristica- 
mente curvada vista em protofilamentos que se encontram no estado de encurtamento 
(Figura 16-52). Outra proteina, denominada Nezha ou Patronina, protege as extremida¬ 
des menos (—) dos microtubulos dos efeitos dos fatores de catastrofe. 

Apesar de terem sido identificadas pouquissimas protemas de ligagao a extremida¬ 
de menos (—) dos microtubulos, foi identificado um grande subconjunto das MAPs que 
se encontra enriquecido nas extremidades mais (+) dos microtubulos. Um exemplo par- 
ticularmente comum e a XMAP215, que apresenta homologos proximos em organismos 
variando das leveduras aos seres humanos. AXMAP215 liga subunidades de tubulina livre 
e as entrega na extremidade mais (+), promovendo, assim, a polimerizagao dos microtu¬ 
bulos e simultaneamente combatendo a atividade do fator de catastrofe (ver Figura 16-52). 
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A fosforilagao da XMAP215 durante a mitose inibe sua atividade e altera o equilibrio de sua 
competigao com fatores de catastrofe. Esse redirecionamento leva ao aumento de ate 10 
vezes na instabilidade dinamica de microtubulos durante a mitose, uma transigao que e 
essencial para a polimerizagao eficiente do fuso mitotico (discutido no Capitulo 17). 

Em muitas celulas, as extremidades menos dos microtubulos estao estabilizadas 
pela associagao a uma proteina de capeamento ou ao centrossomo, ou entao servem 
como locais de despolimerizagao dos microtubulos. As extremidades mais (+), ao con- 
trario, eficientemente sondam e exploram todo o espago celular. As protemas associa- 
das a microtubulos denominadas protemas de busca de extremidades mais ( +TIPs , do 
ingles plus-end tracking proteins ) acumulam-se nessas extremidades e parecem ser ra- 
pidamente transportadas atraves da celula como passageiras sobre as extremidades de 
microtubulos em crescimento rapido, dissociando-se delas assim que o microtubulo co- 
mega a sofrer encurtamento (Figura 16-53). 

Os fatores de catastrofes relacionados a cinesina e a XMAP215 mencionada anterior- 
mente se comportam como +TIP e modulam o crescimento e o encurtamento da extremi- 
dade do microtubulo a qual estao ligados. Outras +TIPs controlam o posicionamento dos 
microtubulos, ajudando a capturar e estabilizar a extremidade em crescimento do micro¬ 
tubulo em alvos celulares especificos, como as celulas do cortex ou do cinetocoro de um 
cromossomo mitotico. A EB1 e moleculas a ela relacionadas (pequenas protemas dimericas 
altamente conservadas em animais, plantas e fungos) sao participantes fundamentals nes- 
se processo. As protemas EB1 nao se movem ativamente rumo as extremidades mais (+), 
porem reconhecem uma caracteristica estrutural da extremidade mais (+) em crescimen¬ 
to (ver Figura 16-53). Varios dos +TIPs dependem das protemas EB1 para o seu acumulo 
na extremidade mais (+) e tambem interagem uns com os outros e com a estrutura dos 
microtubulos. Ao ligarem-se a extremidade mais (+), esses fatores permitem que a celula 
aproveite a energia da polimerizagao dos microtubulos para a geragao de forgas de impulso 
que podem ser usadas para o posicionamento do fuso, dos cromossomos ou das organelas. 


Figura 16-52 Efeitos das protemas que 
se ligam as extremidades dos microtu¬ 
bulos. A transigao entre o crescimento e o 
encurtamento dos microtubulos e contro- 
lada nas celulas por uma ampla variedade 
de protemas. Os fatores de catastrofe, 
como a cinesina-13, um membro da su- 
perfamflia de proteina motoras cinesina, 
ligam-se as extremidades dos microtubulos 
afastando-os, e promovendo, assim, sua 
despolimerizagao. Por outro lado, uma 
MAP, como a XMAP215, estabiliza a extre¬ 
midade de um microtubulo em crescimen¬ 
to (XMAP refere-se a proteina associada 
a microtubulos d eXenopus, do ingles 
Xenopus microtubule-associated protein, e 
o numero refere-se a sua massa molecular 
em quilodaltons). A XMAP215 liga dime- 
ros de tubulina e os entrega a extremidade 
mais do microtubulo, aumentando, dessa 
forma, a velocidade de crescimento dos 
microtubulos e suprimindo catastrofes. 


Figura 16-53 Protemas+TIP encon- 
tradas nas extremidades mais (+) dos 
microtubulos em crescimento. 

(A) Quadras sucessivos de um filme de 
fluorescencia mostrando a borda de uma 
celula expressando tubulina marcada por 
fluorescencia que e incorporada em micro¬ 
tubulos ( vermelho ), bem como a proteina 
+TIP EB1 marcada com uma cor diferente 
(verde). 0 mesmo microtubulo e indicado 
(asterisco) em quadras sucessivos do filme. 
Quando o microtubulo esta em crescimen¬ 
to (quadras 1,2), a EB1 esta associada a 
extremidade. Quando o microtubulo sofre 
uma catastrofe e comega a encurtar, a EB1 
e perdida (quadras 3, 4). A EB1 marcada 
e readquirida quando o crescimento do 
microtubulo e resgatado (quadra 5). Ver 
Animagao 16.8. (B) Na levedura de fissao 
Schizosaccharomyces pombe, as extre¬ 
midades mais (+) dos microtubulos (em 
verde) estao associadas a um homologo 
de EB1 (em vermelho), em ambos os polos 
das celulas em bastao. (A, cortesia de 
Anna Akhmanova e Ilya Grigoriev; B, cor¬ 
tesia de Takeshi Toda.) 
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Figura 16-54 Sequestro da tubulina 
pela estatmina. Estudos estruturais com 
microscopia eletronica e cristalografia su- 
gerem que a proteina alongada estatmina 
liga-se lateralmente a dois heterodimeros 
de tubulina. (Adaptada de M.O. Steinmetz 
etal., EMBOJ. 19:572-580, 2000. Com 
permissao de John Wiley e Sons.) 



(B) 
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Figura 16-55 Rompimento de microtubu- 
los por catanina. Os microtubulos corados 
com rodamina e estabilizados por paclitaxel 
foram adsorvidos na superficie de uma 
lamina de vidro, e catanina purificada foi adi- 
cionada junto ao ATP. (A) Apos 30 segundos 
da adigao da catanina podem ser observadas 
umas poucas quebras nos microtubulos. (B) 

O mesmo campo, 3 minutos apos a adigao 
de catanina. Os filamentos foram quebrados 
em varios pedagos, dando origem a uma 
serie de pequenos fragmentos onde antes 
havia longos microtubulos. (De J.J. Hartman 
etal., Cell 93:277-287, 1998. Com permis¬ 
sao de Elsevier.) 


Protefnas de sequestro da tubulina e protefnas de quebra 
(ou fissao) dos microtubulos desestabilizam os microtubulos 

Tal como acontece com os monomeros de actina, a celula sequestra subunidades de tu¬ 
bulina nao polimerizadas para manter o conjunto de subunidades ativas em um nfvel 
proximo da concentragao crftica. Uma molecula da pequena proteina estatmina (tam¬ 
bem chamada Op 18) liga-se a dois heterodimeros de tubulina e impede sua adigao as 
extremidades dos microtubulos (Figura 16-54). Assim, a estatmina diminui a concen¬ 
tragao efetiva das subunidades de tubulina que estao disponfveis para a polimerizagao 
(uma agao analoga ao do farmaco colchicina) e aumenta a probabilidade de que um 
microtiibulo altere seu estado de crescimento para encurtamento. A fosforilagao de es¬ 
tatmina inibe sua ligagao a tubulina e, assim, sinais que causam a fosforilagao de es¬ 
tatmina podem aumentar a taxa de alongamento de microtubulos e suprimir a instabi- 
lidade dinamica. A estatmina foi relacionada a regulagao tanto da proliferagao celular 
quanto da morte celular. Curiosamente, os camundongos que nao expressam estatmina 
apresentam desenvolvimento normal, mas sao menos medrosos do que camundongos 
do tipo selvagem, refletindo o papel da estatmina nos neuronios da amfgdala cerebelosa, 
nos quais ela e normalmente expressa em nfveis elevados. 

O rompimento, ou fissao, e outro mecanismo utilizado pela celula para desestabi- 
lizar os microtubulos. Para partir um microtubulo, 13 ligagoes longitudinals devem ser 
quebradas, uma referente a cada um dos proto filamentos. A proteina catanina, assim de- 
nominada a partir da palavra japonesa para “espada” consegue realizar esta tarefa (Figura 
16-55). A catanina e constitufda por duas subunidades, uma subunidade menor, que hi- 
drolisa ATP e desempenha ativamente a tarefa de quebra, e uma subunidade maior, que 
direciona a catanina para o centrossomo. A catanina libera os microtubulos de sua cone- 
xao ao centra organizador de microtubulos e acredita-se que tambem contribua para a ra- 
pida despolimerizagao dos microtubulos observada nos polos dos fusos, durante a mitose. 
Ela tambem pode estar envolvida na liberagao e na despolimerizagao dos microtubulos 
que ocorre na interfase de celulas em proliferagao e em celulas pos-mitoticas, como os 
neuronios. 

Dois tipos de protefnas motoras movem-se sobre os microtubulos 

Da mesma forma que os filamentos de actina, os microtubulos tambem usam protefnas 
motoras para o transporte de carga e para executarem uma serie de outras fungoes no in¬ 
terior da celula. Existem duas classes principais de motores baseados em microtubulos, 
as cinesinas e as dineinas. A cinesina-1, tambem chamada de “cinesina conventional" 
foi inicialmente purificada a partir de neuronios da lula, onde carrega organelas delimi- 
tadas por membrana do corpo celular em diregao ao terminal do axonio, movendo-se na 
diregao da extremidade mais (+) dos microtubulos. A cinesina-1 e semelhante a miosina 
II, pois possui duas cadeias pesadas por motor ativo; essas cadeias formam dois domf- 
nios motores globulares de cabega que sao mantidos ligados por uma cauda alongada 
supertorcida que e responsavel pela dimerizagao da cadeia pesada. Uma cadeia leve da 
cinesina-1 se associa com cada cadeia pesada atraves de seu dominio de cauda e medeia 
a ligagao a carga. Assim como a miosina, a cinesina faz parte de uma grande superfamilia 
de protefnas na qual o elemento em comum e o dominio motor (Figura 16-56). A leve- 
dura Saccharomyces cerevisiae possui seis cinesinas distintas. O nematodeo C. elegans 
tern 20 cinesinas, e os seres humanos possuem 45. 

Existem pelo menos 14 famflias distintas na superfamilia das cinesinas. A maioria 
delas possui o dominio motor localizado na regiao N-terminal da cadeia pesada e cami- 
nha em diregao a extremidade mais (+) do microtubulo. Uma famflia possui o dominio 
motor no C-terminal e caminha na diregao oposta, rumo a extremidade menos (-) dos 
microtubulos, ao passo que a cinesina-13 possui um dominio motor central e, apesar de 
nao se deslocar, usa a energia da hidrolise do ATP para despolimerizar extremidades de 
microtubulos, como descrito anteriormente (ver Figura 16-52). Algumas cadeias pesa¬ 
das das cinesinas sao homodfmeros, e outras sao heterodimeros. A maioria das cinesi¬ 
nas possui um sftio de ligagao na cauda para outro microtubulo; alternativamente, elas 
podem ligar o motor a uma organela envolvida por membrana atraves de uma cadeia 
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leve ou de uma protema adaptadora. Muitos dos membros da superfamilia das cinesinas 
desempenham fungoes especificas na formagao do fuso mitotico e na segregagao dos 
cromossomos durante a divisao celular. 

Na cinesina-1, em vez do movimento de um brago de alavanca, pequenos movi- 
mentos no sitio de ligagao ao nucleotideo regulam a ligagao e a dissociagao do dominio 
motor de cabega a uma regiao longa de ligagao. Isso faz a segunda cabega ser arremessa- 
da para frente ao longo do protofilamento sobre um sitio de ligagao 8 nm mais perto da 
extremidade mais (+) do microtubulo, o que corresponde a distancia entre os dimeros 
de tubulina de um protofilamento. Os ciclos de hidrolise de nucleotideos nas duas cabe- 
gas sao altamente acoplados e coordenados, de tal forma que a ancoragem e a liberagao 
da regiao ligante permitem que o motor de duas cabegas se mova passo a passo (ou ca¬ 
bega a cabega) sobre o filamento (Figura 16-57). 

As dinemas sao uma familia de protemas motoras de microtubulo direcionadas 
para a extremidade menos (-) e nao relacionadas as cinesinas. Elas sao compostas por 
uma, duas ou tres cadeias pesadas (que incluem o dominio motor) e um numero gran¬ 
de e variavel de cadeias intermediarias, cadeias intermediarias leves e cadeias leves 
associadas. A familia das dinemas tern duas ramificagoes principais (Figura 16-58). O 
primeiro ramo contem as dinemas citoplasmaticas , as quais sao homodimeros de duas 
cadeias pesadas. A dinema citoplasmatica 1 e codificada por um unico gene, em quase 
todas as celulas eucarioticas, mas esta ausente de plantas com flores e de algumas algas. 
Ela e usada para o transporte de organelas e de mRNA, para o posicionamento do nucleo 
e do centrossomo durante a migragao celular, e para a construgao do fuso de microtii- 
bulos na mitose e na meiose. A dinema citoplasmatica 2 so e encontrada em organismos 
eucarioticos que possuem cilios e e utilizada para transportar material da extremidade 
para a base dos cilios, em um processo denominado transporte intraflagelar. As dinemas 


Figura 16-57 Ciclo mecanoquimico da cinesina. A cinesina-1 e um dimero composto por dois domfnios mo- 
tores de ligagao a nucleotideos (cabegas) que estao conectados a longa cauda torcida (ver Figura 16-56). Os dois 
domfnios motores da cinesina atuam de modo coordenado; durante um "passo" da cinesina, a cabega secun¬ 
daria se desliga do sitio de ligagao a tubulina, ultrapassa o domfnio motor parceiro e se liga ao proximo sftio de 
tubulina disponfvel. Utilizando esse movimento "mao a mao", o dimero de cinesina pode se deslocar por longas 
distances no microtubulo sem se dissociar completamente do filamento. 

No infcio de cada passo, uma das duas cabegas dos domfnios motores da cinesina, a cabega secundaria ou 
retardada ( verde-escuro ), esta ligada com alta afinidade ao microtubulo e ao ATP, enquanto a cabega primaria, 
ou Ifder, esta ligada com baixa afinidade ao microtubulo e apresenta uma molecula de ADP no seu sftio ativo. 

A dissociagao do domfnio motor secundario e promovida pela dissociagao do ADP e ligagao do ATP na cabega 
primaria (paineis 2 e 3 nesta figura). A ligagao do ATP a esse domfnio motor faz um pequeno peptfdeo, chamado 
"elo de conexao", passar de uma conformagao voltada ao domfnio secundario para uma conformagao voltada 
ao domfnio primario (o elo de conexao esta representado em Mas, conectando o domfnio motor primario e a cau¬ 
da supertorcida). Essa alteragao impulsiona o domfnio primario para frente quando ele se dissocia do microtubulo 
e esta ligado ao ADP (a dissociagao requer a hidrolise de ATP e liberagao de fosfato [P;]). A molecula de cinesina 
agora esta pronta para o proximo passo, que ocorre pela repetigao exata desse processo (Animagao 16.9). 


Figura 16-56 Cinesinas e proteinas 
relacionadas a cinesina. As estruturas de 
quatro membros da superfamilia das cine¬ 
sinas. Assim como na superfamilia da mio- 
sina, apenas os domfnios motores apresen- 
tam conservagao. A cinesina-1 apresenta o 
domfnio motor na extremidade N-terminal 
da cadeia pesada. 0 domfnio central 
forma uma longa estrutura supertorcida, 
mediando a dimerizagao. 0 domfnio 
C-terminal forma uma cauda que se liga 
ao material a ser transportado, como 
uma organela delimitada por membrana. 

A cinesina-5 forma tetrameros, em que 
dois dimeros se associam atraves das suas 
caudas. 0 tetramero de cinesina-5 bipolar 
e capaz de deslizar dois microtubulos um 
em relagao ao outro, de forma analoga a 
atividade dos filamentos espessos bipola- 
res formados por miosina II. A cinesina-13 
possui seu domfnio motor localizado no 
meio da cadeia pesada. Ela e um membro 
de uma familia de cinesinas que perdeu a 
atividade tfpica de motor e, em vez disso, 
liga-se as extremidades dos microtubulos 
para promover a despolimerizagao (ver Fi¬ 
gura 16-52). A cinesina-14 e uma cinesina 
C-terminal que inclui a protefna Ned de 
Drosophila e a protefna Kar3 de leveduras. 
Essas cinesinas geralmente se movimen- 
tam em diregao oposta a da maioria das 
cinesinas, rumo a extremidade menos (-), 
ao inves de rumo a extremidade mais (+), 
de um microtubulo. 
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Figura 16-58 Dinemas. (A) Fotomicro- 
grafia eletronica de criofratura de uma 
molecula de dineina citoplasmatica e de 
uma molecula de dineina ciliar (axonemal). 
Assim como a miosina II e a cinesina-1, 
a dineina citoplasmatica e uma mole¬ 
cula com dois domfnios globulares. A 
dineina ciliar apresentada provem de urn 
protozoario e possui tres cabegas; dinefnas 
ciliares de animais possuem duas cabegas. 
Observe que a cabega da dineina e bas- 
tante grande quando comparada a cabega 
tanto de miosina quanto da cinesina. (B) 
Representagao esquematica da dineina 
citoplasmatica mostrando as duas cadeias 
pesadas ( azul e cinza) que contem os do¬ 
mfnios de ligagao aos microtubulos (MT) e 
de hidrolise do ATP, ligados por uma haste 
longa. Ligadas a cadeia pesada estao mul- 
tiplas cadeias intermediarias ( verde-escuro) 
e cadeias leves ( verde-claro ) que auxiliam 
a mediar muitas das fungoes da dineina. 
(A, cortesia de John Heuser; B, adaptado 
de R. Vale, Cell 112:467-480, 2003. Com 
permissao de Cell Press.) 



axonemais (tambem chamadas dinemas ciliares ) compreendem o segundo ramo e in- 
cluem monomeros, heterodimeros e heterotrimeros, respectivamente com uma, duas ou 
tres cadeias pesadas contendo o motor. Elas sao altamente especializadas para o rapido 
e eficiente movimento de deslizamento dos microtubulos que direciona o batimento de 
cilios e flagelos (discutido mais adiante). 

As dinemas sao as maiores proteinas motoras moleculares conhecidas, e estao tam¬ 
bem entre as mais rapidas: dinemas axonemais ligadas a uma lamina de vidro podem mo¬ 
ver microtubulos a velocidade de 14 jim/s. A proteina motora dineina nao possui relagao 
estrutural com as miosinas ou com as cinesinas, no entanto segue a mesma regra geral 
do acoplamento de hidrolise do nucleotideo com a ligagao e dissociagao ao microtubulo, 
bem como a regra das alteragoes conformacionais geradoras de forga (Figura 16-59). 


Figura 16-59 Movimento de potencia da dinei¬ 
na. (A) A organizagao dos domfnios em cada cadeia 
pesada da dineina. Este e urn polipeptfdeo bas- 
tante grande que contem aproximadamente 4 mil 
aminoacidos. 0 numero de cadeias pesadas em uma 
dineina e igual ao numero de suas cabegas motoras. 
(B) llustragao da dineina c, uma dineina axonemal 
monomerica encontrada na alga verde unicelular 
Chlamydomonas relnhardtii. A grande cabega mo¬ 
tora da dineina e composta por urn anel piano que 
contem urn domfnio C-terminal (em cinza) e seis do¬ 
mfnios AAA, quatro dos quais contendo sequencia 
de ligagao a ATP, mas urn unico deles (em vermelho- 
-escuro) responsavel principal pela atividade ATPase. 
Estendendo-se desde a cabega pode-se observar 
uma haste em espiral longa com o sftio de ligagao a 
microtubulos na extremidade, e uma cauda que se 
liga a urn microtubulo adjacente no axonema. Sob 
o estado ligado a ATP, a haste esta desconectada do 
microtubulo, e a hidrolise de ATP provoca a ligagao 
entre haste e o microtubulo (a esquerda). A subse- 
quente liberagao de ADP e fosfato (P;) leva a extensa 
alteragao conformacional do "movimento de po¬ 
tencia" envolvendo a rotagao da cabega e da haste 
em relagao a cauda (a direita). Cada ciclo gera urn 
passo de cerca de 8 nm, contribuindo, assim, para o 
batimento do flagelo (ver Figura 16-65). No caso da 
dineina citoplasmatica, a cauda e ligada a uma car- 
ga, como uma vesfcula, e urn unico movimento de 
potencia transporta a carga sobre aproximadamente 
8 nm do microtubulo em diregao a sua extremida¬ 
de menos (ver Figura 16-60). (C) Fotomicrografia 
eletronica de dinefnas monomericas purificadas sob 
duas diferentes conformagoes representando dife- 
rentes etapas do ciclo mecanoqufmico. (C, de S.A. 
Burgess et al., Nature 421:715-718, 2003. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Microtubulos e motores movem organelas e vesiculas 

Uma fungao primordial das protemas motoras do citoesqueleto em celulas em interfase 
e o transporte e o posicionamento de organelas delimitadas por membrana (Animagao 
16.10). A cinesina foi originalmente identificada como a protema responsavel pelo veloz 
transporte axonal anterogrado, pelo rapido movimento de mitocondrias, de precursores 
de vesiculas secretoras e diversos componentes sinapticos ao longo do grande caminho 
de microtubulos do axonio em diregao as distantes terminagoes nervosas. A dineina ci¬ 
toplasmatica foi identificada como o motor responsavel pelo transporte na diregao opos- 
ta, o transporte axonal retrogrado. Apesar de as organelas da maioria das celulas nao 
necessitarem percorrer distancias tao longas, seu transporte polarizado e igualmente ne- 
cessario. Um tipico arranjo de microtubulos em uma celula em interfase esta orientado 
com suas extremidades menos (—) proximas ao centro da celula, no centrossomo, e suas 
extremidades mais (+) estendendo-se para a periferia da celula. Assim, o movimento 
centripeto de organelas ou vesiculas, em diregao ao centro da celula, requer a agao de 
dinemas motoras citoplasmaticas direcionadas para a extremidade menos (-), ao passo 
que o movimento centrifugo para a periferia exige cinesinas motoras direcionadas para a 
extremidade mais (+). Interessantemente, nas celulas animais, quase todo o transporte 
direcionado para a extremidade menos ( —) e impulsionado unicamente pela protema 
motora dineina citoplasmatica 1, ao passo que 15 cinesinas diferentes sao usadas para o 
transporte direcionado para a extremidade mais (+). 

Um claro exemplo do efeito dos microtubulos e dos motores de microtubulos no 
comportamento das membranas intracelulares e a sua atuagao na organizagao do reti- 
culo endoplasmatico (RE) e do aparelho de Golgi. A rede de membranas tubulares do RE 
alinha-se com microtubulos e se estende quase ate a borda da celula (Animagao 16.11), 
enquanto o aparelho de Golgi posiciona-se proximo ao centrossomo. Quando as celulas 
sao tratadas com uma substantia que despolimeriza microtubulos, como a colchicina 
ou o nocodazol, o RE colapsa para o centro da celula e o aparelho de Golgi sofre frag- 
mentagao e dispersao pelo citoplasma. In vitro , as cinesinas podem guiar membranas 
derivadas do RE sobre segmentos pre-formados de microtubulos e se deslocar para as 
extremidades mais (+) desses microtubulos, arrastando as membranas do RE em pro- 
trusoes tubulares e formando uma teia membranosa bastante semelhante ao RE de uma 
celula. Por outro lado, as dinemas sao necessarias para o posicionamento do aparelho de 
Golgi perto do centro da celula em celulas animais; elas fazem isso movendo as vesiculas 
do Golgi ao longo de trilhos de microtubulos em diregao as extremidades menos (—) dos 
microtubulos, localizadas no centrossomo. 

As diferentes caudas e suas cadeias leves associadas, em determinadas protemas 
motoras, permitem que esses motores se liguem a organela a ser carregada de forma 
especifica. Assim, receptores motores associados a membranas que sao direcionados 
a compartimentos delimitados por membrana especificos interagem direta ou indire- 
tamente com as caudas dos membros da faimlia adequada das cinesinas. Muitos virus 
tiram proveito de transporte baseado em motores de microtubulos durante a infecgao e 
utilizam a cinesina para moverem-se do seu local de replicagao e de polimerizagao para 
a membrana plasmatica, a partir da qual eles poderao infectar as celulas vizinhas. Uma 
protema de membrana externa do virus Vaccinia , por exemplo, content um motivo de 
aminoacidos que medeia a sua ligagao a cadeia leve da cinesina-1 e o seu transporte ao 
longo dos microtubulos para a membrana plasmatica. Curiosamente, esse motivo esta 
presente em mais de 450 protemas humanas, um tergo das quais esta associado com 
doengas humanas. Assim, a cinesina transporta um conjunto diversificado de cargas en- 
volvidas em uma ampla gama de fungoes celulares importantes. 

No caso da dineina, um grande arranjo macromolecular geralmente medeia a li¬ 
gagao as membranas. A dineina citoplasmatica, que e por si so um enorme complexo 
proteico, requer a associagao de um segundo grande complexo proteico conhecido por 
dinactina para a efetiva translocagao de organelas. O complexo da dinactina inclui um 
filamento curto semelhante a actina formado a partir da protema relacionada a actina 
Arpl (distinta de Arp2 e Arp3, os componentes do complexo Arp 2/3 envolvido na nu- 
cleagao dos filamentos convencionais de actina) (Figura 16-60). Varias outras protemas 
tambem contribuem para a ligagao da carga na dineina e para a regulagao da protema 
motora, e sua fungao e especialmente importante em neuronios: defeitos no transpor- 
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Figura 16-60 A dinactina medeia a ligagao 
da dineina a organelas delimitadas por 
membrana. A dinefna requer a presenga de 
um grande numero de protefnas acessorias 
para associar-se a organelas delimitadas por 
membrana. A dinactina e um grande complexo 
que inclui componentes que se ligam fraca- 
mente a microtubulos, componentes que se 
ligam a propria dinefna e componentes que 
formam pequenos filamentos semelhantes a 
actina compostos pela protefna relacionada a 
actina Arpl. 


te baseado em microtubulos tern sido associados a doengas neurologicas. Um exemplo 
impressionante e o chamado cerebro liso, ou lissencefalia, uma doenga humana em que 
as celulas nao migram para o cortex cerebral do cerebro em desenvolvimento. Um tipo 
de lissencefalia e causado por defeitos na List, uma protema de ligagao a dinema ne- 
cessaria para a migragao nuclear em varias especies. No cerebro normal, a migragao do 
nucleo dirige o corpo da celula neural em desenvolvimento para a sua posigao correta 
no cortex. Na ausencia de List, no entanto, os nucleos de neuronios em migragao nao 
conseguem se ligar a dinema, resultando em defeitos de migragao nuclear. A dinema e 
continuamente necessaria para a fungao neuronal, visto que as mutagoes em uma subu- 
nidade dinactina ou na regiao da cauda citoplasmatica da dinema levam a degeneragao 
neuronal em seres humanos e em camundongos. Esses efeitos estao associados ao trans¬ 
pose axonal retrogrado diminuido e fornecem fortes evidencias da importancia de um 
transpose axonal robusto para a viabilidade neuronal. 

A celula pode regular a atividade das protemas motoras e, dessa forma, provocar 
alteragoes no posicionamento das organelas delimitadas por membrana e nos movimen- 
tos da celula como um todo. Um dos mais drasticos exemplos dessa regulagao e dado 
pelos melanocitos dos peixes. Essas celulas gigantes, responsaveis por rapidas mudangas 
na coloragao da pele de varias especies de peixes, contem grandes granulos de pigmen- 
to que podem alterar sua localizagao em resposta a estimulos neuronais ou hormonais 
(Figura 16-61). Os granulos de pigmento agregam ou dispersam movendo ao longo de 
uma extensa rede de microtubulos ancorados no centrossomo por suas extremidades 
menos. O rastreamento de granulos de pigmento individuais revela que o movimento 
para o interior e rapido e suave, enquanto o movimento para fora e irregular, com recuos 
frequentes. Ambos os motores de microtubulos cinesina e dinema estao associados aos 
granulos de pigmento. Os movimentos irregulares em diregao a periferia provavelmente 
resultam de um cabo de guerra entre as duas protemas motoras de microtubulos, com as 
cinesinas mais fortes vencendo. Quando os mveis de AMP ciclico intracelular diminuem, 
a cinesina e inativada, deixando a dinema livre para arrastar os granulos de pigmento 
rapidamente em diregao ao centro da celula, alterando a coloragao do peixe. Da mesma 
forma, o movimento de outras organelas revestidas por protemas motoras especificas e 
controlado por um equilibrio complexo entre os sinais competitivos que regulam tanto a 
ligagao quanto a atividade dessas protemas motoras. 


Figura 16-61 Os movimentos regu- 
lados dos melanossomos em celulas 
pigmentares de peixes. Estas celulas 
gigantes, responsaveis por mudangas na 
coloragao da pele em diversas especies de 
peixes, contem grandes granulos de pig- 
mentos, ou melanossomos (em marrom). 
Os melanossomos podem mudar sua loca¬ 
lizagao na celula em resposta a estimulos 
hormonais e neuronais. (A) Diagramas de 
uma celula pigmentar mostrando a disper- 
sao e a agregagao dos melanossomos em 
resposta, respectivamente, a um aumento 
ou a uma diminuigao intracelular de AMP 
cfclico (cAMP). Essa redistribuigao ocorre 
ao longo dos microtubulos. (B) Imagens 
em campo claro de uma celula isolada 
a partir de uma escama de peixe ciclfdio 
africano mostrando seus melanossomos 
dispersos no citoplasma (a esquerda) ou 
agregados no centro da celula (a direita). 
(B, cortesia de Leah Haimo.) 
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A polimerizagao dos arranjos complexos de microtubulos requer 
microtubulos dinamicos e protefnas motoras 

A polimerizagao do fuso mitotico e do citoesqueleto neuronal sao exemplos impressio- 
nantes e fascinantes do poder de organizagao dos grupos de protemas motoras que inte- 
ragem com filamentos dinamicos do citoesqueleto. Conforme descrito no Capitulo 17, a 
polimerizagao do fuso mitotico depende da reorganizagao do arranjo dos microtubulos 
interfasicos para formar um novo arranjo bipolar de microtubulos, com suas extremi- 
dades menos (—) concentradas nos polos e suas extremidades mais (+) sobrepostas no 
centro da celula ou conectadas aos cromossomos. A organizagao do fuso depende das 
agoes coordenadas de varias protemas motoras e de outros fatores que modulam a dina- 
mica da polimerizagao (ver Figuras 17-23 e 17-25). 

Os neuronios tambem contem estruturas citoesqueleticas complexas. Conforme 
se diferenciam, os neuronios enviam processos especializados que irao receber sinais 
eletricos ( dendritos ) ou transmitir sinais eletricos ( axonios ) (ver a Figura 16-50). A bela e 
elaborada morfologia ramificada dos axonios e dendritos permite aos neuronios formar 
redes de sinalizagao extremamente complexas, interagindo de forma simultanea com 
muitas outras celulas e tornando possivel o complexo comportamento dos animais su- 
periores. Tanto axonios quanto dendritos (coletivamente denominados neuritos) estao 
preenchidos por feixes de microtubulos, que sao essenciais tanto para a sua estrutura 
quanto para o seu funcionamento. 

Nos axonios, todos os microtubulos estao orientados na mesma diregao, com suas 
extremidades menos (-) apontando para o interior do corpo celular e suas extremida¬ 
des mais (+) direcionadas as terminagoes do axonio (Figura 16-62). Os microtubulos 
nao conseguem cobrir individualmente a distancia entre o corpo celular e as termina- 
goes do axonio, pois geralmente tern poucos micrometros de comprimento, mas grandes 
quantidades de microtubulos sobrepostos formam um grande arranjo. Esses caminhos 
de microtubulos alinhados funcionam como uma autoestrada para o transporte de pro¬ 
temas especificas, vesiculas contendo protemas e mRNAs rumo aos terminais dos axo¬ 
nios, onde sinapses sao construidas e mantidas. O axonio mais longo no corpo humano 
percorre da base da medula espinal ao pe e pode alcangar 1 metro de comprimento. 
Em comparagao, os dendritos sao geralmente muito mais curtos do que os axonios. Os 
microtubulos nos dendritos se encontram paralelos uns aos outros, mas as suas polari- 
dades estao misturadas, alguns direcionam a sua extremidade mais (+) rumo a extremi- 
dade do dendrito, enquanto outros a apontam para o corpo da celula, em uma formagao 
reminiscente ao arranjo antiparalelo dos microtubulos do fuso mitotico. 

Cflios e flagelos motrizes sao compostos por microtubulos e 
dinefnas 

Assim como as miofibrilas sao maquinas motrizes altamente especializadas e eficientes 
compostas por filamentos de actina e miosina, cilios e flagelos sao estruturas motrizes 
eficientes compostas por microtubulos e dinema. Tanto os cilios quanto os flagelos sao 
apendices celulares semelhantes a pelos que possuem um feixe de microtubulos em seu 
interior. Os flagelos sao encontrados nos espermatozoides e em varios protozoarios. Por 
um movimento ondulatorio permitem que a celula que os possui nade atraves de meios 
liquidos. Os cilios sao organizados de forma semelhante, mas eles batem em um mo¬ 
vimento semelhante ao de um chicote, que lembra o movimento do nado de peito. O 
batimento dos cilios tanto pode propelir uma celula unica atraves de um fluido (como e 
o caso da locomogao do protozoario Paramecium) quanto movimentar fluidos sobre a 
superficie de um grupo de celulas em um tecido. No corpo humano, uma grande quanti- 
dade de cilios (10 9 /cm 2 ou mais) reveste o trato respiratorio, varrendo camadas de muco, 
particulas de poeira e bacterias ate a boca, onde elas serao engolidas e finalmente elimi- 
nadas. Do mesmo modo, os cilios ao longo do oviduto auxiliam o percurso dos ovulos 
em diregao ao utero. 

O movimento de um cilio ou de um flagelo e produzido pela flexao de sua porgao 
central, denominada axonema. O axonema e composto por microtubulos e por suas 
protemas associadas, organizados em um padrao regular e caracteristico. Nove pares es- 



NEURONIO 

Figura 16-62 A organizagao dos microtu¬ 
bulos em um neuronio. Em um neuronio, a 
organizagao dos microtubulos e complexa. No 
axonio, todos os microtubulos compartilham 
a mesma polaridade, tendo as extremidades 
mais (+) apontando em diregao a extremidade 
terminal do axonio. Nenhum microtubulo indi¬ 
vidual abrange o comprimento total do axonio, 
mas pequenos segmentos de microtubulos pa¬ 
ralelos se sobrepoem produzindo um caminho 
capaz de levar ao rapido transporte axonal. Nos 
dendritos, os microtubulos apresentam polari¬ 
dade mista, alguns com extremidades mais (+) 
direcionadas para a periferia da celula e outros 
para o interior. As vesiculas podem associar-se 
com a cinesina ou com a dineina e serem movi- 
das para qualquer diregao sobre os microtubu¬ 
los nos axonios e nos dendritos, dependendo 
de qual motor que esta ativo. 
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Figura 16-63 O arranjo dos microtubulos em um flagelo ou em um cilio. (A) Fotomicrografia eletronica de um flagelo de uma celula de alga verde 
(Chlamydomonas) mostrado em corte transversal, ilustrando a organizagao caracteristica dos microtubulos "9 + 2". (B) Diagrama das partes de um flagelo ou 
cilio. As varias projegoes que partem dos microtubulos ligam estas estruturas entre si e ocorrem em intervalos regulares em todo o comprimento do axonema. 
(C) Imagem de uma tomografia eletronica de alta resolugao de um par externo de microtubulo mostrando detalhes estruturais e as caracteristicas internas dos 
microtubulos denominadas proteinas internas de microtubulos (MIPs). (A, cortesia de Lewis Tilney; C, cortesia de Daniela Nicastro.) 


Figura 16-64 A dineina ciliar. A dineina 
ciliar (axonemal) e um grande arranjo 
proteico (aproximadamente 2 milhoes 
de daltons) composto por 9 a 12 cadeias 
polipeptidicas, a maior delas sendo a 
cadeia pesada que possui mais de 500 mil 
daltons. (A) As cadeias pesadas formam a 
porgao principal da cabega globular e dos 
dominios da haste, e varias das cadeias 
menores estao agrupadas em torno da 
base da haste. Ha duas cabegas na dineina 
exterior dos metazoarios (na imagem), 
mas tres cabegas nos protozoarios, cada 
uma formada a partir da sua propria ca¬ 
deia pesada. A cauda da molecula liga-se 
com alta afinidade a um microtubulo A, ao 
passo que as grandes cabegas globulares 
apresentam um sitio de ligagao ao micro¬ 
tubulo B (dependente de ATP) (ver Figura 
16-63). Quando as cabegas hidrolisam o 
ATP a elas ligado, elas se movem em dire- 
gao a extremidade menos (-) do microtu¬ 
bulo B, produzindo, assim, uma forga de 
deslizamento entre os pares de microtu¬ 
bulos adjacentes do cilio ou do flagelo (ver 
Figura 16-59). (B) Fotomicrografia eletroni¬ 
ca de criofratura de um cilio mostrando os 
bragos de dineina projetados a intervalos 
regulares a partir de um par de microtubu- 
los. (B, cortesia de John Heuser.) 


peciais de microtubulos (consistindo em um microtubulo completo e um microtubulo 
parcial fusionados de forma a compartilhar uma parede tubular entre si) encontram-se 
organizados em um anel ao redor de um par de microtubulos simples (Figura 16-63). 
Quase todas as formas de cilios e flagelos eucarioticos moveis (dos protozoarios aos seres 
humanos) apresentam esse arranjo caracteristico. Os microtubulos estendem-se de for¬ 
ma continua por todo o comprimento do axonema, o qual pode apresentar de 10 a 200 
pm. Em intervalos regulares, ao longo do comprimento dos microtubulos, as proteinas 
acessorias interligam os microtubulos. 

As moleculas de dineina axonemal formam pontes entre os pares de microtubulos 
adjacentes em torno da circunferencia do axonema (Figura 16-64). Quando o dominio 
motor dessa dineina e ativado, as moleculas de dineina ligadas a um dos pares de micro¬ 
tubulos (ver Figura 16-59) tentam movimentar-se sobre o par de microtubulos adjacente, 
forgando o deslizamento de um sobre o outro de forma semelhante ao deslizamento dos 
filamentos delgados de actina durante a contragao muscular. No entanto, a presenga de 
outras conexoes entre os pares de microtubulos impede este deslizamento, e a forga da 
dineina e convertida em um movimento de flexao (Figura 16-65). 

Nos seres humanos, defeitos hereditarios na dineina axonemal causam uma con- 
digao chamada de discinesia ciliar primaria ou sindrome de Kartagener. Essa sindrome 
e caracterizada pela inversao da assimetria normal dos orgaos internos (sinus inversus ) 
devido a disrupgao do fluxo de fluidos no embriao em desenvolvimento, pela esterili- 
dade masculina devido a imotilidade de espermatozoides e por uma elevada suscetibi- 
lidade a infecgoes pulmonares, considerando a incapacidade dos cilios paralisados de 
limpar o trato respiratorio dos detritos e das bacterias. 

As bacterias tambem podem mover-se em meio liquido usando estruturas de su- 
perficie celular chamadas de flagelos, mas estes nao content microtubulos ou dineina e 
nao ondulam ou batem. Em vez disso, os flagelos bacterianos sao filamentos helicoidais 
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Figura 16-65 Flexao de um axone- 

ma. (A) Quando os axonemas sao expos- 
tos a agao da enzima proteolitica tripsina, 
as ligagoes que mantem os pares de 
microtubulos unidos sao rompidas. Nesse 
caso, a adigao de ATP permite que a agao 
motora das cabegas de dineina provoque 
o deslizamento de um par de microtubulos 
sobre o outro. (B) Em um axonema intacto 
(como no caso de um espermatozoide), o 
deslizamento dos pares de microtubulos e 
impedido por ligagoes proteicas flexiveis. 

A agao motora causara, portanto, um 
movimento de flexao, criando ondas ou 
batimentos. 


rigidos, longos, compostos por subunidades repetitivas da protema flagelina. Os flagelos 
giram como propulsores, guiados por um motor rotatorio especial inserido na parede 
celular bacteriana. O uso do mesmo nome para designar esses dois tipos de aparelhos 
para a natagao e um infeliz acidente historico. 

Os cflios primarios desempenham fungoes importantes de 
sinalizagao nas celulas animais 

Muitas celulas possuem uma estrutura semelhante aos cilios e aos flagelos, porem mais 
curto e sem motilidade, chamado cilio primario. Os cilios primarios podem ser vistos 
como compartimentos celulares especializados ou organelas, que realizam uma ampla 
gama de fungoes celulares, mas compartilham muitas caracteristicas estruturais com 
os cilios moveis. Ambos os cilios moveis e aqueles sem motilidade sao gerados durante 
a interfase em estruturas associadas a membrana plasmatica chamadas de corpos ba- 
sais, que os enraizam firmemente na superficie da celula. No nucleo de cada corpo ba¬ 
sal existe um centriolo, a mesma estrutura encontrada nos centrossomos animais, com 
nove grupos de trios de microtubulos fusionados com organizagao circular (ver Figura 
16-48). Os centriolos sao multifuncionais, eles contribuem para a polimerizagao do fuso 
mitotico em celulas em divisao, mas migram para a membrana plasmatica de celulas em 
interfase para induzir a nucleagao do axonema (Figura 16-66). Visto que nao ocorre tra- 
dugao proteica nos cilios, a construgao do axonema exige transporte intraflagelar (IFT), 
um sistema de transporte descoberto na alga verde Chlamydomonas. De forma analoga 
ao axonio, motores movem cargas em ambas as diregoes anterograda e retrograda, neste 
caso mediado pela cinesina-2 e pela dineina citoplasmatica 2, respectivamente. 

Os cilios primarios sao encontrados na superficie de quase todos os tipos de ce¬ 
lulas, onde eles percebem e respondem ao ambiente externo, fungoes mais bem com- 
preendidas no contexto do olfato e da visao. No epitelio nasal, os cilios que protundem a 
partir dos dendritos de neuronios olfatorios sao os locais da recepgao e da amplificagao 
do sinal olfatorio. Da mesma forma, os bastonetes e cones da retina dos vertebrados pos¬ 
suem um cilio primario equipado com uma extremidade expandida chamada de seg- 
mento externo, especializada na conversao da luz em um sinal neural (ver Figura 15-38). 
A manutengao do segmento externo requer o continuo transporte mediado por IFT de 
grandes quantidades de lipidos e de proteinas para o cilio, a taxas de ate 2 mil moleculas 
por minuto. As ligagoes entre a fungao dos cilios e os sentidos da visao e olfato sao salien- 
tadas pela sindrome de Bardet-Biedl, um conjunto de distiirbios associados a defeitos 
no IFT, no cilio, ou no corpo basal. Os pacientes com a sindrome de Bardet-Biedl nao 
possuem olfato e sofrem de degeneragao da retina. Outras caracteristicas dessa doenga 
multifacetada incluem a perda da audigao, a doenga policistica dos rins, o diabetes, a 
obesidade e a polidactilia, sugerindo que os cilios primarios desempenham multiplas 
fungoes em diversos aspectos da fisiologia humana. 
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Figura 16-66 Cilios primarios. (A) Eletromicrografia e diagrama do corpo basal de um cflio primario do neuronio de um camundongo. 0 axonema do cflio pri¬ 
mario (seta preta) e nucleado pelo centrfolo-mae no corpo basal, que se localiza na membrana plasmatica perto da superffcie da celula. (B) Os centrfolos funcio- 
nam alternadamente como corpos basais e como nucleo dos centrossomos. Antes de uma celula entrar no ciclo de divisao celular, o cflio primario e encoberto 
ou reabsorvido. Os centrfolos recrutam material pericentriolar e duplicam durante a fase S, gerando dois centrossomos, cada um dos quais contem um par de 
centrfolos. Os centrossomos promovem a nucleagao dos microtubulos e os posicionam nos polos do fuso mitotico. Apos a mitose, um cflio primario novamente 
cresce a partir do centrfolo-mae. (A, cortesia de Josef Spacek.) 


Resumo 

Os microtubulos sao polimeros rigidos de moleculas de tubulina. Eles se organizam pela 
adigao de subunidades de tubulina ligadas a GTP a extremidade livre de um dos microtu¬ 
bulos, com uma extremidade (a extremidade mais [+]) crescendo mais rapidamente do que 
a outra. A hidrolise do GTP ligado ocorre apos a polimerizagao e enfraquece as ligagdes que 
mantem os microtubulos unidos. Os microtubulos sao dinamicamente instaveis e suscetiveis 
a dissociagao catastrofica, mas podem ser estabilizados nas celulas pela associagao a ou- 
tras estruturas. Os centros organizadores de microtubulos, como os centrossomos, protegem 
as extremidades menos (—) dos microtubulos e continuamente promovem a nucleagao da 
formagao de novos microtubulos. As protemas associadas aos microtubulos (MAPs) esta- 
bilizam os microtubulos, e aquelas que se localizam na extremidade mais (+ TIPS) podem 
alterar as propriedades dinamicas do microtubulo ou mediar suas interagoes com outras 
estruturas. Em contraponto a atividade de estabilizagao das MAPs, existem osfatores de ca- 
tastrofe, como as protemas cinesina-13, que atuam na dissocigao das extremidades dos mi¬ 
crotubulos. Outros membros dafamilia da cinesina usam, assim como a dineina, a energia 
da hidrolise de ATP para se mover unidirecionalmente sobre os microtubulos. O motor de 
dineina move-se em diregao a extremidade menos (—) dos microtubulos, e seu deslizamento 
nos microtubulos axonemais e responsavel pela batida dos cilios e dos flagelos. Os cilios pri- 
marios sao orgaos sensoriais nao moveis encontrados em muitos tipos de celulas. 

FILAMENTOS INTERMEDlARIOS E SEPTINAS 

Todas as celulas eucarioticas contem actina e tubulina. No entanto, o terceiro tipo prin¬ 
cipal de protemas do citoesqueleto, os filamentos intermediaries, forma um filamento 
citoplasmatico apenas em alguns metazoarios, incluindo os vertebrados, nematodeos e 
moluscos. Os filamentos intermediaries estao particularmente presentes no citoplasma 
de celulas sujeitas a estresse mecanico e geralmente nao sao encontrados em animais 
que possuem exoesqueletos rigidos, como os artropodes e os equinodermos. Aparen- 
temente, os filamentos intermediaries conferem resistencia mecanica em animais que 
possuem tecidos moles ou maleaveis. 

Os filamentos intermediaries citoplasmaticos sao intimamente relacionados aos 
seus antepassados, as laminas nucleares, muito mais prevalentes e amplamente encon- 
tradas nos eucariotos, mas ausentes em organismos unicelulares. As laminas nucleares 
formam uma rede que reveste a membrana interna do envelope nuclear, na qual fornece 
sitios de ancoragem para os cromossomos e para os poros nucleares. Aparentemente, os 
genes de lamina sofreram duplicagao muitas vezes ao longo da evolugao dos metazoarios, 
e os genes duplicados evoluiram para produzir os filamentos intermediarios citoplasmati- 
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R^^^^jlyrincipais tipos de proteinas dos filamentos intermediarios em 

Tipos dos filamentos 

intermediarios Polipeptideos componentes Localizagao 

Nuclear 

Laminas A, B e C 

Lamina nuclear (revestimento 
interno do envelope nuclear) 

Semelhantes a vimentina 

Vimentina 

Diversas celulas de origem 
mesenquimal 

Desmina 

Musculo 

Proteina acida glial fibrilar 

Celulas da glia (astrocitos e 
algumas celulas de Schwann) 

Periferina 

Alguns neuronios 

Epitelial 

Queratinas tipo 1 (acidas) 

Celulas epiteliais e seus derivados 
(p. ex., cabelos e unhas) 

Queratinas tipo II (neutras/ 
basicas) 

Axonal 

Proteinas de neurofilamento 
(NF-L, NF-M e NF-H) 

Neuronios 


cos, que apresentam estrutura semelhante a cabos. Em contraste as isoformas de actina e 
tubulina, que sao altamente conservadas e codificadas por uns poucos genes, as diferentes 
familias de filamentos intermediarios sao muito mais diversas e sao codificadas por 70 
genes humanos diferentes, com fungoes distintas em diferentes celulas (Tabela 16-2). 

A estrutura dos filamentos intermediarios depende do 
empacotamento lateral e do enrolamento da super-helice 

Embora os seus dommios amino e carboxiterminais sejam diferentes, todos os membros 
da familia dos filamentos intermediarios sao protemas alongadas com um dominio de 
a-helice central conservado contendo 40 ou mais motivos heptameros repetidos que for- 
mam uma estrutura estendida supertorcida com outro monomero (ver Figura 3-9). Um par 
de dimeros paralelos associa-se de forma antiparalela produzindo um arranjo tetrameri- 
co (Figura 16-67). Diferentemente das subunidades de actina e de tubulina, as subunida- 
des dos filamentos intermediarios nao contem um sitio de ligagao para um nucleotideo. 
Alem disso, tendo em vista que a subunidade tetramerica e composta por dois dimeros que 
apontam para diregoes opostas, suas duas extremidades sao identicas. Assim, o filamento 
intermediary organizado nao apresenta uma estrutura polarizada, tao importante para os 
filamentos de actina e para os microtubulos. Os tetrameros sao empacotados lateralmen- 
te, formando um filamento que agrega oito protofilamentos paralelos, feitos a partir dos 
tetrameros. Cada filamento intermediary individual apresenta, consequentemente, uma 
secgao transversal de 32 a-helices enroladas. Esse grande numero de polipeptideos organi- 
zados em conjunto e unidos por interagoes hidrofobicas laterals fortes, tipicas das protemas 
supertorcidas, confere aos filamentos intermediarios sua caracteristica semelhante a um 
cabo. Eles podem ser facilmente curvados, apresentando um comprimento de persistency 
de menos de um micrometro (em comparagao com os varios milimetros dos microtubulos 
e cerca de 10 micrometros da actina), mas eles sao extremamente dificeis de serem rompi- 
dos e podem ser esticados alcangando ate tres vezes o seu comprimento (ver Figura 16-6). 

Sabe-se menos a respeito do mecanismo de associagao e dissociagao dos filamentos 
intermediarios do que se conhece a respeito dos filamentos de actina e microtubulos. Em 
solugoes de protema pura, os filamentos intermediarios sao extremamente estaveis de- 
vido a forte associagao das subunidades, mas alguns tipos de filamentos intermediarios, 
incluindo vimentina, formam estruturas altamente dinamicas em celulas como os fibro- 
blastos. A fosforilagao proteica regula sua dissociagao provavelmente da mesma forma que 
o processo de fosforilagao regula a dissociagao das laminas nucleares na mitose (ver Figu¬ 
ra 12-18). Como prova da rapida reciclagem, subunidades marcadas microinjetadas em 
celulas de cultura de tecidos sao incorporadas nos filamentos intermediarios em poucos 
minutos. A remodelagem da rede dos filamentos intermediarios ocorre em eventos que 
requerem reorganizagao celular dinamica, como a divisao, a migraqao e a diferenciagao. 


















946 PARTE IV Organizagao interna da celula 



0,1 |xm 


(A) 


NH 2 


COOH 


Regiao a-helice no monomero 


(B) 


NH 2 


nh 2 


COOH 

Dimero supertorcido 

COOH 

- 48 nm -H 


NH 2 


COOH 


COOH 


(0 


COOH 



Figura 16-67 Modelo de polimerizacao dos filamentos intermediaries. 0 monomero mostrado em (A) 
pareia com outro monomero para formar urn dimero (B), no qual os dominios centrais em bastao estao alinha- 
dos em paralelo e enrolados entre si em supertorgao. (C) A seguir, dois dimeros alinham-se lateralmente para 
formar urn tetramero antiparalelo de quatro cadeias polipeptidicas. Os dimeros e tetrameros sao as subunidades 
soluveis dos filamentos intermediaries. (D) Dentro de cada tetramero, as extremidades de cada dimero estao 
desalinhadas em relagao ao outro dimero, permitindo que este se associe a outro tetramero. (E) Nos 10 nm finais 
do filamento enrolado, os tetrameros sao empacotados em urn arranjo helicoidal composto por 16 dimeros (32 
monomeros supertorcidos) em corte transversal. A metade desses dimeros aponta para cada diregao. Uma fo- 
tomicrografia eletronica de filamentos intermediaries esta apresentada no canto superior esquerdo (Animagao 
16.12). (Fotomicrografia eletronica cortesia de Roy Quinlan.) 


Filamentos intermediaries conferem estabilidade mecanica as 
celulas animais 

A familia mais diversificada de filamentos intermediaries e a das queratinas: existem 
aproximadamente 20 queratinas encontradas em diferentes tipos de celulas epiteliais hu- 
manas, alem de aproximadamente 10 outras que sao especificas do cabelo e das unhas; a 
analise do genoma humano revelou que existem 54 queratinas distintas. Cada filamento 
de queratina e composto por uma mistura de partes iguais de protemas queratina do tipo I 
(acidica) e do tipo II (neutra/basica); o que forma uma subunidade do filamento heterodi- 
mero (ver Figura 16-67). As redes de queratina interligadas, unidas por ligagoes dissulfeto, 
podem sobreviver mesmo a morte das suas celulas, formando coberturas resistentes para 
animais, como ocorre nas camadas externas da pele e nos cabelos, nas unhas, nas garras e 
nas escamas. A diversidade das queratinas e utilizada clinicamente para o diagnostico de 
canceres epiteliais (carcinomas), pois a expressao de um grupo especifico de queratinas 
fornece indicates sobre o tecido epitelial a partir do qual a celula cancerosa originou-se 
e, dessa maneira, pode contribuir para a escolha de um tratamento adequado. 

Uma celula epitelial individual pode produzir diferentes tipos de queratinas, e estas 
podem copolimerizar, formando uma rede unica (Figura 16-68). Os filamentos de que¬ 
ratina conferem resistencia mecanica a tecidos epiteliais, em parte pela ancoragem dos 
filamentos intermediarios em regioes de contato celula-celula, denominadas desmosso- 



































CAPITULO 16 Citoesqueleto 947 



Figura 16-68 Filamentos de queratina 
em celulas epiteliais. Fotomicrografia 
de imunofluorescencia de uma rede de 
filamentos de queratina ( azuf) em uma 
camada de celulas epiteliais em cultura. Os 
filamentos de cada celula estao indireta- 
mente conectados aos das celulas vizinhas 
por desmossomos (discutidos no Capitulo 
19). Uma segunda protein a ( vermelho ) foi 
corada para revelar a localizagao dos limi- 
tes celulares. (Cortesia de Kathleen Green 
e Evangeline Amargo.) 
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mos, ou regioes de contato celula-matriz, denominadas hemidesmossomos (ver Figura 
16-4). Discutiremos essas importantes estruturas de adesao no Capitulo 19. As proteinas 
acessorias, como a filagrina, agrupam em feixes os filamentos de queratina nas celulas em 
diferenciaqao da epiderme para conferir as camadas mais externas da pele sua resistencia 
especial caracteristica. Os individuos com mutagoes no gene que codifica a filagrina apre- 
sentam alta predisposigao a doenqas de pele carcterizadas por secura, como o eczema. 

As mutaqoes nos genes de queratina sao a causa de diferentes doengas geneticas hu- 
manas. Por exemplo, a doenga denominada epidermolise bolhosa simples ocorre quando 
queratinas defeituosas sao expressas em celulas da camada basal da epiderme. Essa doenga 
caracteriza-se pela formaqao de bolhas na pele mesmo em resposta a estresses mecanicos 
muito leves, que rompem as celulas basais (Figura 16-69). Outros tipos de doengas com 
formagao de bolhas, incluindo doenqas do revestimento da boca e esofaringe e da cornea 
nos olhos, sao causados por mutagoes em diferentes tipos de queratina cuja expressao e es- 
pecifica para estes tecidos. Todas essas doengas apresentam como caracteristica a ruptura 
de celulas em consequencia de trauma mecanico e a desorganizaqao ou o acumulo do ci¬ 
toesqueleto de filamentos de queratina. Muitas das mutaqoes especificas que causam essas 
doenqas alteram as extremidades do dominio central em bastao, ressaltando a importancia 
desta porgao particular da proteina para uma correta polimerizagao do filamento. 
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Figura 16-69 Forma^ao de bolhas na pele devido a uma muta^ao no gene de queratina. Urn gene mutante que codifica uma proteina queratina trun- 
cada (ausencia dos donmnios N-terminal e C-terminal) foi expresso em urn camundongo transgenico. A proteina defectiva associa-se a queratina normal e causa 
a disrupgao da rede dos filamentos de queratina das celulas basais da pele. A microscopia optica de secgoes transversais de pele normal (A) e mutante (B) mos- 
tram que a formagao de bolhas e resultado da ruptura de celulas na camada basal da epiderme mutante (seta vermelha curta). (C) Urn esquema de tres celulas 
na camada basal da epiderme mutante, a partir da observagao em microscopia eletronica. Como indicado pela seta vermelha, as celulas sofrem ruptura entre 
o nucleo e os hemidesmossomos (discutidos no Capitulo 19), os quais conectam os filamentos de queratina a lamina basal inferior. (De P.A. Coulombe et al., J. 
Cell Biol. 115:1661-1674, 1991. Com permissao deThe Rockefeller University Press.) 
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Figura 16-70 Dois tipos de filamentos 
intermediaries nas celulas do sistema 
nervoso. (A) Imagem de microscopia 
eletronica de criofratura de neurofilamen¬ 
tos no axonio de uma celula neuronal, 
mostrando a grande quantidade de interli- 
gagoes por pontes proteicas - uma organi¬ 
zagao que deve ser capaz de fornecer a ce¬ 
lula grande resistencia a tensao. As pontes 
sao formadas pelas longas extensoes nao 
helicoidais da regiao C-terminal da maior 
das proteinas do neurofilamento (NF-H). 

(B) Imagem de criofratura de filamentos 
da glia em celulas da glia, mostrando que 
esses filamentos intermediaries sao lisos 
e possuem poucas interligagoes. (C) Foto- 
micrografia eletronica de transmissao con- 
vencional de um corte transversal de urn 
axonio mostrando o espagamento regular 
lateral dos neurofilamentos, que estao em 
numero muito maior que os microtubulos. 
(A e B, cortesia de Nobutaka Hirokawa; C, 
cortesia de John Hopkins.) 


Os membros de outra familia de filamentos intermediarios, chamados neurofila¬ 
mentos, sao encontrados em concentragoes elevadas ao longo dos axonios dos neuro- 
nios dos vertebrados (Figura 16-70). Tres tipos de proteinas do neurofilamento (NF-L, 
NF-M e NF-H) interagrupam-se in vivo, formando heteropolimeros. As proteinas NF-H 
e NF-M apresentam dominios C-terminais compridos que se ligam aos filamentos ad- 
jacentes dando origem a arranjos com espagamento interfilamentar uniforme. Durante 
o crescimento do axonio, novas subunidades dos neurofilamentos sao incorporadas ao 
axonio em um processo dinamico que envolve tanto a adigao de subunidades longitu- 
dinalmente ao comprimento do filamento quanto as extremidades. Apos um axonio ter 
crescido e ter sido conectado a sua celula-alvo, o diametro do axonio podera aumentar 
em ate cinco vezes. O nivel de expressao do gene de neurofilamento parece controlar di- 
retamente o diametro do axonio, o qual, por sua vez, influencia a velocidade de transpor- 
te dos sinais eletricos pelo axonio. Alem disso, os neurofilamentos fornecem resistencia e 
estabilidade aos longos processos celulares dos neuronios. 

A doenga neurodegenerativa esclerose lateral amiotrofica (ELA), ou doenga de 
Lou Gehrig, esta associada ao acumulo e a montagem anormal de neurofilamentos no 
corpo celular e nos axonios dos neuronios motores, alteragoes essas que podem inter- 
ferir no transporte axonal normal. A degeneragao dos axonios leva a fraqueza muscular 
e a atrofia, que frequentemente e fatal. A superexpressao de NF-L ou de NF-H humana 
em camundongos da origem a animais que apresentam uma doenga muito semelhante 
a ELA. No entanto, uma ligagao causal entre uma patologia dos neurofilamentos e a ELA 
ainda nao foi estabelecida. 

Os filamentos semelhantes a vimentina correspondem a uma terceira familia de fi¬ 
lamentos intermediarios. A desmina, um membro dessa familia, e expressa na musculatu- 
ra esqueletica, cardiaca e lisa, onde forma uma estrutura de suporte em torno do disco Z 
do sarcomero (ver Figura 16-34). Os camundongos deficientes em desmina apresentam o 
desenvolvimento muscular inicial normal, mas os adultos tern varias anormalidades das 
celulas musculares, incluindo fibras musculares desalinhadas. Nos seres humanos, as mu- 
tagoes na desmina estao associadas a varias formas de distrofia muscular e miopatia car¬ 
diaca, o que ilustra o importante papel da desmina na estabilizagao das fibras musculares. 

Alem do seu papel bem estabelecido na manutengao da estabilidade mecanica do 
nucleo, esta cada vez mais evidente que uma classe das laminas, a de tipo A, em conjunto 
com muitas proteinas do envelope nuclear, e necessaria estruturalmente para proteinas 
que controlam uma serie de processos celulares, incluindo a transcrigao, a organizagao 
da cromatina e a transdugao de sinal. A maioria das laminopatias esta associada a ver- 
soes mutantes da lamina A e inclui doengas tecido-especificas. As anormalidades es- 
queleticas e cardiacas podem ser explicadas pela ocorrencia de um envelope nuclear 
enfraquecido levando a danos celulares e a morte, mas acredita-se tambem que as la¬ 
minopatias resultem de alteragoes tecido-especificas e patogenicas da expressao genica. 

Proteinas de ligagao conectam os filamentos do citoesqueleto e o 
envelope nuclear 

A rede dos filamentos intermediarios esta ligada ao restante do citoesqueleto por mem¬ 
bros de uma familia de proteinas chamada plaquina. As plaquinas sao grandes e modu- 
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lares, contendo multiplos dommios que conectam os filamentos do citoesqueleto uns aos 
outros e aos complexos juncionais. A plectina e um exemplo particularmente interessante 
dessa familia. Alem de promover a agregagao dos filamentos intermediaries em feixes, ela 
liga os filamentos intermediaries aos microtubulos, aos feixes de filamentos de actina e 
aos filamentos da protema motora miosina II; ela tambem auxilia a ligagao dos feixes de 
filamentos intermedios a estruturas adesivas da membrana plasmatica (Figura 16-71). 

A plectina e outras plaquinas podem interagir com complexos de protemas que co¬ 
nectam o citoesqueleto ao interior do nucleo. Estes complexos consistem em protemas 
SUN da membrana nuclear interna e protemas KASH (tambem chamadas nesprinas) da 
membrana nuclear externa (Figura 16-72). As protemas SUN e KASH ligam-se umas as 
outras no interior do lumen do envelope nuclear, formando uma ponte que conecta os 
citoesqueletos citoplasmaticos e nucleares. Dentro do nucleo, as protemas SUN ligam- 
-se a lamina nuclear ou aos cromossomos, enquanto, no citoplasma, as protemas KASH 
podem se ligar diretamente aos filamentos de actina e indiretamente aos microtubulos 
e aos filamentos intermediaries por meio da associagao com protemas motoras e pla¬ 
quinas, respectivamente. Essa ligagao serve para acoplar mecanicamente o nucleo ao 
citoesqueleto e esta envolvida em diversas fungoes celulares, incluindo os movimentos 
dos cromossomos no interior do nucleo durante a meiose, o posicionamento nuclear e 
do centrossomo, a migragao nuclear e a organizagao citoesqueletica global. 

As mutagoes no gene da plectina sao responsaveis por uma doenga devastadora 
em humanos que combina epidermolise bolhosa (causada pela disrupgao dos filamen¬ 
tos de queratina da pele), distrofia muscular (causada pela disrupgao dos filamentos de 
desmina) e neurodegeneragao (causada pela disrupgao dos neurofilamentos). Os ca- 
mundongos que nao apresentam gene de plectina funcional morrem poucos dias apos 
o nascimento, apresentando bolhas na pele e anomalias esqueleticas e na musculatura 
cardiaca. Desse modo, apesar de a plectina poder ser dispensavel durante a formagao 
inicial e a associagao dos filamentos intermediaries, sua agao de interligagao e neces- 
saria para conferir a celula a resistencia de que ela necessita para enfrentar o estresse 
mecanico inerente a vida de um vertebrado. 


Figura 16-71 Interligagao de diver- 
sos elementos do citoesqueleto pela 
plectina. A plectina (em verde) estabe- 
lece interligagoes entre os filamentos 
intermediaries (em azul) e os microtubulos 
(em vermelho). Nesta fotomicrografia 
eletronica, os pontos (em amarelo) sao 
particulas de ouro ligadas a anticorpos 
antiplectina. Toda a rede de filamentos de 
actina foi removida para revelar estas pro¬ 
temas. (De T.M. Svitkina et al., J. Cell Biol. 
135:991-1007, 1996. Com permissao de 
The Rockefeller University Press.) 


Septinas formam filamentos que regulam a polaridade celular 

As protemas de ligagao ao GTP chamadas septinas atuam como um sistema adicional de 
filamentos em todos os eucariotos, exceto nas plantas terrestres. As septinas organizam- 
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Figura 16-72 Complexos das protemas 
SUN-KASH conectam o nucleo e o cito¬ 
plasma atraves do envelope nuclear. 0 

citoesqueleto citoplasmatico esta ligado 
atraves do envelope nuclear a lamina nu¬ 
clear ou aos cromossomos pelas proteinas 
SUN e KASH {laranja e roxo respectiva¬ 
mente). Os dommios SUN e KASH destas 
protemas se ligam no lumen do envelope 
nuclear. A partir do envelope nuclear 
interno, as protemas SUN conectam-se 
a lamina nuclear ou aos cromossomos. 

As protemas KASH, no envelope nuclear 
externo, conectam-se ao citoesqueleto 
citoplasmatico pela ligagao a protemas 
motoras dos microtubulos, aos filamentos 
de actina ou a plectina. 
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Figura 16-73 Compartimentalizagao 
celular mediada pelas septinas. (A) As 

septinas formam filamentos na regiao de 
constrigao entre uma celula de levedura 
mae e seu broto. (B) Nesta fotomicrografia 
de celulas humanas em cultura, o DNA 
esta corado em azul e as septinas estao 
marcadas em verde. Os microtubulos dos 
cflios primarios estao marcados com urn 
anticorpo que reconhece uma forma mo- 
dificada (acetilada) da tubulina ( vermelho) 
que esta enriquecida no axonema. (C) 

Uma imagem ampliada revela urn colar de 
septina na base do cflio. (A, de B. Byers e 
L. Goetsch, J. Cell Biol. 69:717-721, 1976. 
Com permissao de Rockefeller University 
Press. B e C, de Q. Hu et al., Science 
329:436-439, 2010. Com permissao de 
A A AS.) 



-se em filamentos apolares que formam aneis e estruturas semelhantes a gaiolas, que 
atuam na compartimentalizagao das membranas em dommios distintos, ou recrutam 
e organizam os filamentos de actina e os microtubulos do citoesqueleto. Identificados 
inicialmente em leveduras, os filamentos da septina posicionam-se na regiao de constri- 
gao entre uma celula-mae de levedura em divisao e seu broto nascente (Figura 16-73A). 
Nesse local, as septinas bloqueiam o movimento das protemas para os diferentes lados 
do brotamento, concentrando, assim, o crescimento celular preferencialmente no broto. 
As septinas tambem recrutam a maquinaria da actina-miosina que forma o anel contra- 
til necessario para a citocinese. Nas celulas animais, as septinas atuam na divisao celular, 
na migragao e no transporte das vesiculas. Nos cflios primarios, por exemplo, um anel 
de filamentos de septina e organizado na base do cflio e age como uma barreira de di- 
fusao na membrana plasmatica, restringindo o movimento das protemas da membrana 
e estabelecendo uma composigao especifica na membrana ciliar (Figura 16-73B e C). 
A redugao dos niveis de septina prejudica a formagao e a sinalizagao do cflio primario. 

Ha 7 genes de septina em levedura e 13 nos seres humanos, e as protemas septina 
se enquadram em quatro grupos com base na similaridade de suas sequencias. Em um 
tubo de ensaio, as septinas purificadas se organizam em hetero-hexameros ou hetero- 
-octameros simetricos que formam filamentos pareados apolares (Figura 16-74). A li- 
gagao ao GTP e necessaria para o enovelamento dos polipeptideos da septina, mas o 
papel da hidrolise do GTP no funcionamento da septina ainda nao esta estabelecido. As 
estruturas de septina se associam e dissociam no interior das celulas, mas elas nao sao 
tao dinamicas como os filamentos de actina e os microtubulos. 


Resumo 

Apesar de a tubulina e a actina serem altamente conservadas em termos evolutivos, as pro¬ 
temas dos filamentos intermediarios sao muito diversas. Existe uma grande variedade de 
formas tecido-espedficas de filamentos intermediarios no citoplasma de celulas animais, 
entre elas os filamentos de queratina das celulas epiteliais, os neurofilamentos das celu¬ 
las nervosas e os filamentos de desmina das celulas musculares. A principal fungao desses 
filamentos consiste em proporcionar resistencia mecanica. As septinas compreendem um 
sistema adicional de filamentos que organiza os compartimentos no interior das celulas. 

POLARIZACAO E MIGRAGAO CELULAR 

Um desafio central na biologia celular e entender como multiplos componentes mole- 
culares individuais colaboram para produzir comportamentos celulares complexos. O 
processo de migragao celular, que nos descreveremos nesta segao final, resulta da apli- 
cagao coordenada dos componentes e processos que foram explorados neste capitulo: a 
associagao e dissociagao dinamica dos polimeros do citoesqueleto, a regulagao e a modi- 
ficagao de suas estruturas por protemas associadas aos polimeros e a agao das protemas 
motoras que se deslocam sobre os polimeros ou que exercem tensao contra eles. Como 
a celula coordena todas essas atividades para definir a sua polaridade e capacita-la ao 
deslocamento por rastejamento? 
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Figura 16-74 As septinas polimerizam para a formagao de filamentos pareados e de 
camadas. (A) Fotomicrografia eletronica de uma haste da septina formada pela combinagao 
de duas copias de cada uma das quatro septinas de levedura ilustradas a direita. A haste de 
oito subunidades e apolar, pois o par central de subunidades (CdcIO) cria um dimero sime- 
trico. (B) Fotomicrografia eletronica de filamentos de septina pareados e camadas, formados 
a partir de septinas purificadas na presenga de concentragoes elevadas de sal. (C) Filamentos 
pareados de septina podem ser montados por associagao lateral entre os filamentos, mediada 
pelas supertorgoes formadas entre as extensoes C-terminais de Cdc3 e Cdcl 2 que se esten- 
dem de cada filamento. (Imagens e esquemas adaptados de A. Bertin et al., Proc. Natl Acad. 
Sci. USA 105:8274-8279, 2008. Com permissao de The National Academy of Sciences.) 


(C) 






Diversas celulas podem deslizar sobre um substrato solido 

Muitas celulas se movem arrastando-se sobre superficies em vez de utilizar cilios ou fla- 
gelos para nadar. As amebas predadoras rastejam continuamente em busca de comida e 
podem facilmente ser observadas atacando e devorando ciliados menores e flagelados em 
uma gota de agua proveniente de pogas (ver Animagao 1.4). Em animais, a maior parte da 
locomogao celular ocorre por rastejamento, com excegao do nado dos espermatozoides. 
Durante a embriogenese, a estrutura de um animal e criada pela migragao de celulas indi- 
viduais para regioes-alvo especificas e pela agao coordenada de camadas epiteliais inteiras 
(discutido no Capitulo 21). Em invertebrados, as celulas da crista neural sao extraordina- 
rias quanto a suas migrates a longas distancias, partindo da regiao de sua origem no tubo 
neural e dirigindo-se a uma ampla variedade de regioes em todo o embriao (ver Animagao 
21.5). Deslocamentos a grandes distancias sao essenciais para a organizagao do sistema 
nervoso completo: e por esse mecanismo que os cones de crescimento ricos em actina, nas 
extremidades de axonios em desenvolvimento, direcionam-se para seus eventuais alvos 
sinapticos, guiados por combinagoes de sinais soluveis e sinais ligados as superficies da 
membrana das celulas e da matriz extracelular existente em seu caminho. 

O animal adulto tambem esta fervilhando de celulas em movimento. Os macro - 
fagos e neutrofilos encaminham-se para as regioes de infecgao e englobam invasores 
estranhos como parte essencial da resposta imunologica inata. Os osteoclastos perfu- 
ram o interior dos ossos, formando canais que sao preenchidos pelos osteoblastos que 
os seguem, em um continuo processo de remodelagem e renovagao ossea. De forma 
semelhante, fibroblastos migram atraves de tecido conectivo, remodelando-o quando 
necessario e ajudando a reconstruir estruturas danificadas em regioes de lesao. Em uma 
procissao ordenada, as celulas do epitelio que reveste o intestino percorrem as laterais 
das vilosidades intestinais, substituindo celulas de absorgao perdidas nas extremidades 
destas vilosidades. Infelizmente, celulas com capacidade de migrar tambem desempe- 
nham um importante papel em muitos tipos de cancer, quando celulas de um tumor 
primario invadem tecidos vizinhos e penetram nos vasos sangumeos ou linfaticos para 
entao emergir em outras regioes do corpo e formar metastases. 

A migragao celular e um processo complexo que depende do cortex rico em actina 
que existe abaixo da membrana plasmatica. Tres atividades distintas estao envolvidas 
nesse processo: protrusao, na qual a membrana plasmatica e empurrada para frente na 
face anterior da celula; ligagao, na qual o citoesqueleto de actina liga-se atraves da mem- 
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brana plasmatica ao substrata; e tragao, na qual o citoplasma como um to do e puxado e 
impulsionado para frente (Figura 16-75). Em determinadas celulas deslizantes, como os 
queratinocitos da epiderme de peixes, estas atividades ocorrem de modo simultaneo, e 
as celulas parecem escorregar suavemente para frente sem que ocorram mudangas em 
sua forma. Em outras celulas, como e o caso dos fibroblastos, essas atividades sao mais 
independentes, e a locomogao e irregular e em pulsos. 

A polimerizagao da actina promove a protrusao da 
membrana plasmatica 

A primeira etapa da locomogao, a protrusao de uma borda anterior, frequentemente apoia- 
-se em forgas geradas pela polimerizagao da actina que impulsiona a membrana citoplas- 
matica para frente. Diferentes tipos celulares dao origem a diferentes tipos de estruturas 
protrusivas, incluindo os filopodios (tambem conhecidos como microespiculas) e os lame¬ 
lipodios. Estes sao preenchidos com densos nucleos de actina filamentosa, que excluem 
organelas delimitadas por membranas. As estruturas diferem principalmente na maneira 
pela qual a actina e organizada pelas protemas de interligagao a actina (ver Figura 16-22). 

Os filopodios, formados por cones de crescimento de neuronios em migragao e 
alguns tipos de fibroblastos, sao essencialmente unidimensionais. Eles contem um nu- 
cleo de longos filamentos de actina em feixe, semelhantes aos das microvilosidades, ape- 
sar de serem mais longos e finos, alem de mais dinamicos. Os lamelipodios, formados 
por celulas epiteliais e fibroblastos, assim como por alguns neuronios, sao estruturas 
bidimensionais semelhantes a camadas. Eles contem uma rede de filamentos de acti¬ 
na interligados, em sua maioria organizados em um piano paralelo ao substrata solido. 
Os invadopodios e estruturas conhecidas como podossomos, representam um terceiro 
tipo de protrusoes ricas em actina. Eles se estendem em tres dimensoes, e sao importan- 
tes para as celulas atravessarem barreiras teciduais, como quando da invasao do tecido 
circundante pelas celulas cancerosas metastaticas. O invadopodio contem muitos dos 
componentes reguladores de actina presentes nos filopodios e nos lamelipodios, e ele 
tambem e capaz de degradar a matriz extracelular, o que requer a entrega de vesiculas 
que contem proteases de degradagao da matriz. 

Uma forma distinta de protrusao da membrana chamada formagao de bolhas (do 
ingles blebbing) e frequentemente observada in vivo ou quando as celulas sao cultivadas 
em um substrato de matriz extracelular flexivel. As bolhas formam-se quando a mem¬ 
brana plasmatica se destaca localmente do cortex de actina subjacente, permitindo, as¬ 
sim, um fluxo citoplasmatico que empurra a membrana para o exterior (Figura 16-76). 
A formagao da bolha tambem depende da pressao hidrostatica no interior da celula, que 


Figura 16-75 Modelo de como as for¬ 
mas geradas no cortex rico em actina 
impulsionam uma celula para frente. A 

protrusao dependente de polimerizagao 
de actina e a adesao firme de um lame¬ 
lipodio na borda anterior impulsionam a 
celula para frente (setas verdes na frente 
da celula) e esticam o cortex de actina. 
Uma contragao na parte posterior impele 
o corpo da celula para frente (seta verde 
na regiao posterior) para relaxar a tensao 
(tragao). Conforme a celula avanga, novos 
pontos de ancoragem (adesoes focais) sao 
estabelecidos na parte anterior, sendo os 
pontos de ancoragem antigos dissociados 
na regiao posterior. Esse mesmo ciclo pode 
ser repetido fazendo a celula movimentar- 
-se passo a passo. Alternativamente, todos 
os passos podem estar fortemente coor- 
denados, fazendo a celula deslizar sua¬ 
vemente. A actina cortical recentemente 
polimerizada esta indicada em vermelho. 


Cortex de actina Lamelipodio Substrato 



A polimerizagao de actina 
na extremidade mais (+) 
leva a formagao de uma 
protrusao tipo lamelipodio 
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Microscopia optica Actina-GFP Sobreposigao Figura 16-76 Bolha na membrana 

induzida pela disrupcao do cortex de 
actina. A esquerda encontra-se uma foto- 
micrografia optica que mostra uma protru- 
sao esferica da membrana, ou bolha, indu¬ 
zida por ablagao a laser de uma pequena 
regiao do cortex de actina. 0 cortex esta 
corado em verde na imagem central por 
meio da expressao de actina GFP. (Cortesia 
de Ewa Paluch.) 


e gerada pela contragao dos arranjos de actina e de miosina. Uma vez formadas as bo¬ 
lhas, os filamentos de actina reorganizam-se sobre a membrana da bolha e formam um 
novo cortex de actina. O recrutamento da miosina II e a contragao da actina e da miosina 
pode, entao, promover a retragao das bolhas da membrana. Em outra possibilidade, a 
extensao de novas bolhas sobre bolhas mais antigas pode conduzir a migragao celular. 

Os lamelipodios contem toda a maquinaria necessaria a 
locomoqao celular 

Os lamelipodios foram particularmente bem estudados nas celulas epiteliais da epider- 
me de peixes e ras; essas celulas epiteliais sao conhecidas como queratinocitos devido 
aos abundantes filamentos de queratina. Essas celulas normalmente recobrem o animal, 
formando uma camada epitelial, e sao especializadas na rapida cicatrizagao de lesoes, 
movendo-se a velocidades de ate 30 pim/min. Quando cultivados individualmente, os 
queratinocitos assumem um formato caracteristico, com um lamelipodio extremamen- 
te grande que arrasta um pequeno corpo celular que nao esta conectado ao substrato 
(Figura 16-77). Os fragmentos desse lamelipodio podem ser retirados com o auxilio de 
uma micropipeta. Apesar de geralmente ocorrer ausencia de microtubulos e de organe- 
las delimitadas por membrana nestes fragmentos, eles continuam a mover-se normal¬ 
mente, apresentando uma aparencia de pequenos queratinocitos. 

O comportamento dinamico dos filamentos de actina nos lamelipodios dos querati¬ 
nocitos pode ser estudado atraves da marcagao de uma pequena regiao de actina e analise 
de seu destino. Esse sistema revelou que, enquanto o lamelipodio desloca-se para frente, 
os filamentos de actina permanecem estacionarios em relagao ao substrato. Os filamentos 
de actina presentes nesta rede se encontram em sua maioria orientados com suas extre- 
midades mais (+) para frente. As extremidades menos (-) encontram-se frequentemente 
ligadas as laterais de outros filamentos de actina por complexos Arp 2/3 (ver Figura 16-16), 
auxiliando a formar a rede bidimensional (Figura 16-78). A rede como um todo esta sob 
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Figura 16-77 Queratinocitos migrato- 
rios da epiderme de peixes. (A) Foto- 
micrografias opticas de um queratinocito 
em cultura obtidas em intervalos de 15 
segundos. Esta celula esta se movendo a 
aproximadamente 15 |xm/min (Animagao 
16.13 e ver Animagao 1.1). (B) Queratino¬ 
cito observado em microscopia eletronica 
de varredura, mostrando seu lamelipodio 
grande e piano arrastando sobre o subs¬ 
trato o seu pequeno corpo celular, no qual 
se encontra o nucleo. (C) A distribuigao 
dos filamentos do citoesqueleto nesta 
celula. Os filamentos de actina (em ver- 
melho) preenchem o grande lamelipodio 
e sao responsaveis pelo rapido movimento 
da celula. Os microtubulos (em verde) e os 
filamentos intermediaries (em azul) estao 
restritos as regioes proximas ao nucleo. (A 
e B, cortesia de Juliet Lee.) 
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Figura 16-79 A cofilina em lamelipo- 
dios. (A) Um queratinocito com filamentos 
de actina marcados em vermelho por 
faloidina fluorescente e a cofilina marcada 
em verde por um anticorpo fluorescente. 
Apesar da densa trama de actina abranger 
todo o lamelipodio, a cofilina nao esta 
presente na regiao da borda anterior. (B) 
Vista em detalhe da regiao delimitada pelo 
retangulo branco em (A). Os filamentos 
de actina mais proximos a borda anterior, 
que tambem sao os que foram mais re- 
centemente formados e mais provaveis de 
conter ATP-actina (em vez de ADP-actina), 
geralmente nao estao associados a cofili¬ 
na. (De T. Svitkina e G. Borisy, J. Cell Biol. 
145:1009-1026, 1999. Com permissao 
dos autores.) 


Figura 16-78 Nudeagao dos filamentos de actina e formagao da rede pelo complexo Arp 2/3 em lame- 
lipodios. (A) Um queratinocito com filamentos de actina marcados em vermelho com faloidina fluorescente e o 
complexo Arp 2/3 marcado em verde com um anticorpo contra uma das suas subunidades. 0 complexo Arp 2/3 
esta altamente concentrado proximo a borda anterior do lamelipodio, onde a nucleagao da actina e mais ativa. 
(B) Fotomicrografia eletronica de uma borda anterior de um queratinocito sombreada por platina, mostrando 
a densa rede de filamentos de actina. Os quadras com letras denotam areas ampliadas em (C). (C) Imagens em 
detalhe das regioes marcadas na rede de actina mostrada em (B). Numerosos filamentos ramificados podem ser 
vistos, com o caracteristico angulo em 70° formado quando o complexo Arp 2/3 promove a nucleagao de um 
novo filamento de actina a partir da lateral de um filamento preexistente (ver Figura 16-16). (DeT. Svitkina e G. 
Borisy, J. Cell Biol. 145:1009-1026, 1999. Com permissao dos autores.) 

o efeito de rolamento, ou seja, associando novas subunidades na face anterior e sofrendo 
dissociagao em sua regiao posterior, lembrando bastante o rolamento que ocorre nos fila¬ 
mentos individuais de actina, discutido anteriormente (ver Figura 16-14). 

A manutengao de um movimento unidirecional pelo lamelipodio parece requerer 
cooperagao e integragao mecanica de diversos fatores. A nucleagao dos filamentos ocor¬ 
re na borda anterior dessa estrutura, com o crescimento dos filamentos novos de actina 
ocorrendo principalmente na regiao que impulsiona a membrana plasmatica para frente. 
A maior parte do processo de despolimerizagao ocorre em regioes bastante afastadas da 
borda anterior. Tendo em vista que a cofilina (ver Figura 16-20) liga-se cooperativa e prefe- 
rencialmente a filamentos de actina que contem ADP-actina (a forma D), os filamentos em 
forma T recem-sintetizados na borda anterior devem ser resistentes a despolimerizagao 
mediada pela cofilina (Figura 16-79). Conforme ocorre o envelhecimento do filamento e a 
consequente hidrolise do ATP, a cofilina pode de maneira eficiente dissociar os filamentos 
mais antigos. Assim, acredita-se que a hidrolise de ATP retardada pela actina filamentosa 
proporcione a base para um mecanismo que mantem um processo eficiente de rolamento 
unidirecional no lamelipodio (Figura 16-80); isso tambem explica o movimento intracelu- 
lar de agentes patogenicos bacterianos como a Listeria (ver Figura 16-25). 

A contragao da miosina e a adesao celular permitem que as 
celulas se impulsionem para frente 

As forgas geradas pela polimerizagao dos filamentos de actina na face anterior de uma ce¬ 
lula em migragao sao transmitidas ao substrato subjacente para induzir o movimento ce¬ 
lular. Para que a borda anterior de uma celula em migragao avance, a protrusao da mem¬ 
brana deve ser seguida pela adesao ao substrato a sua frente. Por outro lado, para que o 
corpo da celula proceda, a contragao deve ser acoplada a liberagao da parte posterior da 
celula. Os processos que contribuem para a migragao sao, portanto, fortemente regulados 
no espago e no tempo, e a polimerizagao da actina, as adesoes dinamicas e a contragao da 
miosina sao empregadas para coordenar o movimento. A miosina II atua pelo menos de 
duas maneiras para auxiliar a migragao celular. A primeira e auxiliando a conectar o cito- 
esqueleto de actina ao substrato atraves de adesoes mediadas pela integrina. As forgas ge¬ 
radas tanto pela polimerizagao da actina quanto pela atividade da miosina criam tensao 
nos sitios de fixagao, promovendo a sua maturagao em adesoes focais, que sao arranjos 
dinamicos de protemas estruturais e de sinalizagao que conectam a celula em migragao 
a matriz extracelular (ver Figura 19-59). Um segundo mecanismo envolve os filamentos 
bipolares da miosina II, que se associam aos filamentos da actina na parte posterior do 
lamelipodio e os posicionam em uma nova orientagao - entre quase perpendiculares a 
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praticamente paralelos a borda anterior. Essa contragao semelhante ao sarcomero impe¬ 
de a protrusao e espreme as laterais do lamelipodio locomotor, auxiliando a manutengao 
das superficies laterais da celula conforme ela se move para frente (Figura 16-81). 

As protrusoes mediadas pela actina so podem impulsionar a borda anterior da ce¬ 
lula para frente se existirem fortes interagoes entre a rede de actina e as adesoes focais 
que ligam a celula ao substrato. Quando essas interagoes sao desconectadas, a pressao 
da polimerizagao na borda anterior e a contragao dependente da miosina fazem a rede 
de actina deslizar para tras, resultando em um fenomeno conhecido como fluxo retro- 
grado (Figura 16-82). 

As forgas de tragao originadas por celulas em locomogao exercem um impulso sig¬ 
nificative sobre o substrato. Ao crescer as celulas sobre uma superficie revestida com pe- 
quenos cilindros flexiveis, a forga exercida sobre o substrato pode ser calculada medin- 
do-se a deflexao de cada cilindro a partir da sua posigao vertical (Figura 16-83). Em um 
animal vivo, a maioria das celulas se movimenta ao longo de um substrato semiflexivel 
composto pela matriz extracelular, o qual pode ser deformado e rearranjado por essas 
forgas celulares. Reciprocamente, a tensao mecanica ou de estiramento aplicada exter- 
namente a uma celula provocara a formagao de fibras de estresse e de adesoes focais, 
tornando a celula mais contratil. Apesar de pouco compreendida, acredita-se que essa 
interagao mecanica de duas vias entre as celulas e seu ambiente fisico contribua para a 
auto-organizagao dos tecidos dos vertebrados. 

A polarizagao celular e controlada por membros da familia das 
protefnas Rho 

A migragao celular requer comunicagao a longas distancias e coordenagao entre am- 
bas as extremidades da celula. Durante uma migragao direcionada, e importante que 

Figura 16-81 Contribuigao da miosina II para a polarizagao do movimento celular. (A) Filamentos bipo- 
lares de miosina II se ligam a filamentos de actina na rede do lamelipodio e provocam uma contragao na rede. A 
reorientagao dos filamentos de actina mediada pela miosina forma um feixe de actina que recruta mais miosina 
II e ajuda na geragao das forgas contrateis necessarias a retragao da porgao posterior da celula em movimento. 

(B) Um fragmento de um grande lamelipodio de um queratinocito pode ser separado do corpo celular principal 
por cirurgia com uma micropipeta ou pelo tratamento da celula com farmacos especificos. Muitos desses frag- 
mentos continuam a se mover rapidamente, usando a mesma organizagao geral do citoesqueleto, como se fos- 
sem queratinocitos intactos. A actina (em azui) forma uma rede em protrusao na regiao anterior do fragmento. 

A miosina II (em rosa) esta concentrada em uma linha, na regiao posterior. (De A. Verkhovsky et al., Curr. Biol. 

9:11-20, 1999. Com permissao de Elsevier.) 


Figura 16-80 Modelo para o mecanis- 
mo de protrusao da rede de actina na 
borda anterior. Dois momentos durante 
o avango de um lamelipodio estao ilus- 
trados, sendo salientados em cores claras 
as estruturas organizadas no espago de 
tempo decorrido entre os dois pontos. A 
nucleagao e mediada por complexos Arp 
2/3 na porgao anterior. Os filamentos de 
actina recentemente nucleados sao ligados 
as laterais de filamentos preexistentes, 
predominantemente em angulos de 70°. 
Ocorre crescimento dos filamentos, im- 
pulsionando a membrana plasmatica para 
frente devido a algum tipo de ancoragem 
existente na regiao posterior do arranjo. 
Sob uma taxa constante, as extremidades 
mais (+) dos filamentos de actina sao ca- 
peadas. Apos as novas subunidades de ac¬ 
tina polimerizadas no arranjo hidrolisarem 
o ATP ligado a elas, os filamentos tornam- 
-se suscetiveis a despolimerizagao pela 
cofilina. Este ciclo provoca uma separagao 
espacial entre a polimerizagao da rede de 
filamentos na regiao anterior e a dissocia- 
gao dos mesmos na regiao posterior, de 
tal forma que a trama de filamentos de 
actina, em conjunto, move-se para frente, 
mesmo se considerarmos que filamentos 
individuals permanecem em estado es- 
tacionario em relagao ao substrato. Nem 
toda a actina e dissociada, no entanto, e 
a actina na parte posterior do lamelipodio 
contribui para os passos subsequentes da 
migragao em conjunto com a miosina. 



(B) 










956 PARTE IV Organizagao interna da celula 


Figura 16-82 O controle da adesao da 
celula ao substrato na borda anterior 
de uma celula em migragao. (A) Os 

monomeros de actina sao polimerizados 
na extremidade "pena" dos filamentos 
de actina na borda anterior. As proteinas 
integrinas transmembrana ( azul ) auxiliam 
a formagao das adesoes focais que conec- 
tam a membrana celular ao substrato. (B) 
Se nao existir qualquer interagao entre os 
filamentos de actina e as adesoes focais, o 
filamento de actina sera direcionado para 
tras pela actina recem-polimerizada. Os 
motores de miosina ( verde ) tambem con- 
tribuem para o movimento do filamento. 
(C) As interagoes entre as proteinas adap- 
tadoras de ligagao a actina ( marrom) e as 
integrinas ligam o citoesqueleto de actina 
ao substrato. As forgas contrateis media- 
das pela miosina sao, entao, transmitidas 
atraves da adesao focal para gerar tragao 
na matriz extracelular, e a nova polimeri- 
zagao de actina direciona a borda anterior 
para frente em uma protrusao. 


(A) 



Matriz extracelular 

(B) DESCONECTADA 



(C) CON ECTADA 



Tragao 


a extremidade anterior da celula permanega estrutural e funcionalmente distinta da 
extremidade posterior. Alem de promover os processos mecanicos localizados, como a 
protrusao na regiao anterior e a retragao na regiao posterior da celula, o citoesqueleto e 
responsavel pela coordenagao da morfologia celular, pela sua organizagao e por proprie- 
dades mecanicas em toda a celula, uma extensao que geralmente envolve dezenas de 
micrometros em celulas de animais. 

Muitas vezes, inclusive na migragao celular, mas nao apenas nessa situagao, a coorde¬ 
nagao citoesqueletica em larga escala se apresenta pelo estabelecimento de uma polariza¬ 
gao celular, em que a celula constroi estruturas com componentes moleculares distintos em 
sua regiao anterior versus sua regiao posterior, ou em sua regiao apical versus sua regiao ba¬ 
sal. Para que a locomogao celular seja iniciada ou terminada, e necessaria uma polarizagao 
celular inicial. Os processos de polarizagao celular cuidadosamente controlados tambem 
sao necessarios para que ocorram as divisoes celulares orientadas em tecidos e para a for- 
magao de uma estrutura multicelular coerente e organizada. Estudos geneticos em levedu- 
ras, moscas e nematodeos forneceram a maior parte das informagoes referentes ao conhe- 
cimento que possuimos sobre as bases moleculares da polaridade celular. Os mecanismos 
que geram a polaridade celular em vertebrados somente agora comegam a ser estudados. 
No entanto, em todos os casos conhecidos ate o momento, o citoesqueleto desempenha um 
papel essencial, e muitos componentes moleculares apresentam conservagao evolutiva. 

O estabelecimento de muitos tipos de polaridade celular depende da regulagao 
local do citoesqueleto de actina por sinais externos. Muitos desses sinais parecem no 
interior da celula para um grupo de GTPases monomericas relacionadas, membros da 


Figura 16-83 Forgas de tragao exerci- 
das por uma celula movel. (A) Pequenos 
cilindros flexfveis ligados ao substrato 
curvam em resposta as forgas de tragao. 

(B) Fotomicrografia eletronica de varredura 
de uma celula sobre um substrato revesti- 
do com cilindros de 6,1 |xm de altura. As 
deflexoes dos cilindros sao utilizadas para 
calcular os vetores de forga que correspon- 
dem as forgas internas de impulso sobre 
o substrato subjacente. (Adaptada de J. 

Fu et al„ Nat. Methods 7:733-736, 2010. 
Com permissao de Macmillan Publishers.) 
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familia de proteinas Rho - Cdc42, Rac e Rho. Como outras GTPases monomericas, as 
protemas Rho atuam como interruptores moleculares que ciclam entre um estado ligado 
a GTP ativo e um estado ligado a GDP inativo (ver Figura 3-66). A ativagao da Cdc42 na 
superficie interna da membrana plasmatica desencadeia a polimerizagao da actina e sua 
organizagao em feixes para formar os filopodios. A ativagao da Rac promove a polimeri¬ 
zagao da actina na periferia das celulas, levando a formagao de extensoes planas do tipo 
lamelipodio. A ativagao de Rho promove tanto a produgao de feixes de filamentos de 
actina com filamentos de miosina II, sob a forma de fibras de estresse, quanto o agrupa- 
mento de integrinas e de protemas associadas para a formagao de adesoes focais (Figura 
16-84). Essas dramaticas e complexas alteragoes estruturais ocorrem devido a interagao 
de cada um desses tres interruptores moleculares com numerosas protemas-alvo em 
cascata que afetam a organizagao e a dinamica da actina. 

Alguns alvos-chave de Cdc42 ativado sao membros da familia da proteina WASp. 
Nos seres humanos, os pacientes com deficiencia da WASp sofrem da sindrome de Wislcott- 
-Aldrich, uma forma grave de imunodeficiencia onde as celulas do sistema imune apre- 
sentam motricidade com base em actina anormal, e as plaquetas nao sao adequadamente 
formadas. Apesar da WASp, perse, ser expressa unicamente em celulas sanguineas e em ce¬ 
lulas do sistema imunologico, outras versoes mais ubiquas permitem que a Cdc42 ativada 
aumente a polimerizagao de actina em muitos tipos de celulas. As proteinas WASp podem 
ocorrer sob uma conformagao enovelada inativa ou sob uma conformagao aberta ativada. 
A associagao Cdc42-GTP estabiliza a forma aberta da WASp, o que lhe permite ligar-se ao 
complexo Arp 2/3, aumentando bastante a sua atividade de nucleagao da actina (ver Figura 
16-16). Assim, a ativagao de Cdc42 leva a um aumento na nucleagao de actina. 

A Rac-GTP tambem ativa membros da familia da WASp. Alem disso, ela ativa a 
atividade de interligagao da proteina formadora de gel filamina e inibe a atividade con- 
tratil da proteina motora miosina II. Dessa forma, ela estabiliza os lamelipodios e inibe a 
formagao das fibras de estresse contrateis (Figura 16-85A). 

A Rho-GTP possui um conjunto de alvos bastante distinto. Em vez de ativar o com¬ 
plexo Arp 2/3 para construir redes de actina, a Rho-GTP ativa as protemas formina le¬ 
vando a formagao de feixes paralelos de actina. Ao mesmo tempo, a Rho-GTP ativa uma 
protema-cinase que inibe indiretamente a atividade da cofilina, resultando em estabi- 
lizagao do filamento de actina. A mesma protema-cinase inibe uma fosfatase, atuando 
sobre as cadeias leves da miosina (ver Figura 16-39). O consequente aumento na quanti- 
dade media de fosforilagao na cadeia leve de miosina aumenta a quantidade da ativida¬ 
de da proteina motora contratil miosina na celula, aumentando a formagao de estruturas 
dependentes de tensao, como e o caso das fibras de estresse (Figura 16-85B). 
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Figura 16-84 Os drasticos efeitos de 
Cdc42, Rac e Rho na organizagao da 
actina em fibroblastos. Em todos os 
casos, os filamentos de actina foram mar- 
cados com faloidina fluorescente. (A) Os 
fibroblastos cultivados na ausencia de soro 
apresentam filamentos de actina predomi- 
nantemente em seu cortex e relativamente 
poucas fibras de estresse. (B) A microinje- 
gao de uma forma constitutivamente ativa 
de Cdc42 leva a protrusao de diversos 
filopodios longos na periferia da celula. (C) 
A microinjegao de uma forma constituti¬ 
vamente ativa de Rac, uma GTPase mo- 
nomerica intimamente relacionada, leva a 
formagao de um enorme lamelipodio que 
se estende por toda a circunferencia da 
celula. (D) A microinjegao de uma forma 
constitutivamente ativa de Rho provoca a 
rapida organizagao de diversas fibras de 
estresse proeminentes. (De A. Hall, Science 
279:509-514, 1998. Com permissao de 
A A AS.) 
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Figura 16-85 Os diferentes efeitos da 
ativagao mediada por Rac e Rho na 
organizagao da actina. (A) A ativagao 
da pequena GTPase Rac leva a alteragoes 
nas proteinas acessorias da actina, as quais 
tendem a favorecer a formagao de redes 
de actina, como nos lamelipodios. Varias 
vias diferentes contribuem independente- 
mente. Rac-GTP ativa membros da familia 
da proteina WASp, que, por sua vez, 
ativam a nucleagao da actina e a formagao 
de redes ramificadas pelo complexo Arp 
2/3. Em uma via paralela, Rac-GTP ativa 
uma proteina-cinase, PAK, que possui 
diferentes alvos, incluindo a filamina, uma 
proteina que atua na interligagao e na for¬ 
magao da rede e que e ativada por fosfori¬ 
lagao, e a cinase da cadeia leve da miosina 
(MLCK), que e inibida por fosforilagao. A 
inibigao da MLCK resulta na diminuigao da 
fosforilagao da cadeia leve reguladora da 
miosina e leva a dissociagao do filamento 
de miosina II e a diminuigao da atividade 
contratil. Em algumas celulas, PAK tam¬ 
bem inibe diretamente a atividade da mio¬ 
sina II pela fosforilagao da cadeia pesada 
da miosina (MHC; do ingles, myosin heavy 
chain). (B) A ativagao da GTPase Rho leva 
a nucleagao dos filamentos de actina pelas 
forminas e aumenta a contragao via mio¬ 
sina II, promovendo a formagao de feixes 
contrateis de actina, como as fibras de 
estresse. A ativagao da miosina II mediada 
por Rho requer uma proteina-cinase de- 
pendente de Rho denominada Rock. Essa 
cinase inibe a fosfatase que remove os 
grupos fosfato de ativagao da cadeia leve 
da miosina II (MLC; do ingles, myosin light 
chain)] ela tambem pode fosforilar direta¬ 
mente as MLCs em alguns tipos de celulas. 
Rock tambem ativa outras proteinas- 
-cinase, como a cinase LIM, que, por sua 
vez, contribui para a formagao dos feixes 
de filamentos de actina contratil estaveis 
pela inibigao do fator de despolimerizagao 
de actina, cofilina. Uma via de sinalizagao 
similar e importante para a formagao do 
anel contratil necessario a citocinese (ver 
Figura 17-44). 
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Em alguns tipos de celulas, a Rac-GTP ativa Rho, geralmente em uma velocidade 
inferior se comparada a taxa de ativagao do complexo Arp 2/3 pela Rac. Isso permite 
que a celula use a via Rac para construir uma nova estrutura de actina e, subsequente- 
mente, ative a via Rho para gerar contratibilidade que gera tensao sobre essa estrutura. 
Isso ocorre, por exemplo, durante a formagao e a maturagao de contatos entre as celulas. 
Como exploraremos em mais detalhes a seguir, a comunicagao entre as vias Rac e Rho 
tambem favorece a manutengao das diferengas de larga escala entre as porgoes anterio- 
res e posteriores da celula durante a migragao. 

Sinais extracelulares podem ativar os tres membros da familia da 
proteina Rho 

A ativagao das GTPases monomericas Rho, Rac e Cdc42 ocorre pela troca de um GTP por 
uma molecula GDP fortemente ligada, troca esta catalisada por fatores de troca de nucleo- 
tideos de guanina (GEFs; do ingles, guanine nucleotide exchange factors). Dos muitos GEFs 
identificados no genoma humano, alguns sao especificos para um membro da familia 
Rho de GTPases, ao passo que outros parecem atuar igualmente nos multiplos membros 
da familia. Diferentes GEFs estao restritos a tecidos especificos ou mesmo a localizagoes 
subcelulares especificas, e sao sensiveis a tipos distintos de sinais reguladores. Os GEFs 
podem ser ativados por sinais extracelulares atraves de receptores de superficie celular, ou 
em resposta a sinais intracelulares. Os GEFs tambem podem atuar como proteinas-molde 
que ligam as GTPases a efetores localizados cadeia abaixo. Interessantemente, varios GEFs 
da familia Rho podem se associar a extremidades dos microtubulos em crescimento por li- 
gagao a uma ou mais +TIPs. Isso propicia uma conexao entre a dinamica do citoesqueleto 
de microtubulos e a organizagao em larga escala do citoesqueleto de actina; tal conexao e 
importante para a integragao geral da morfologia e do movimento celular. 

Sinais externos podem definir a diregao da migragao celular 

A quimiotaxia e o movimento de uma celula para perto ou para longe de uma fonte de 
algum composto quimico difusivel. Esse sinal externo atua atraves da familia proteica Rho 
para determinar a polaridade celular geral, influenciando a organizagao do aparato de mo- 
tilidade celular. Um exemplo bem estudado e o movimento quimiotaxico de uma classe de 
globulos brancos, os neutrofilos, em diregao a uma fonte de infecgao bacteriana. As protei¬ 
nas receptoras na superficie dos neutrofilos permitem a detecgao de concentragoes extre- 
mamente baixas dos peptideos AAformilados, os quais sao derivados de proteinas bacteria- 
nas (apenas procariotos iniciam a sintese de proteinas com AAformilmetionina). Usando 
esses receptores, os neutrofilos sao guiados em diregao aos alvos bacterianos, comparando 
o ambiente em ambos os lados da celula com uma capacidade de identificar uma diferenga 
de apenas 1% na concentragao destes peptideos difusiveis (Figura 16-86A). 
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Neste caso e na quimiotaxia das amebas Dictyostelium rumo a uma fonte de AMP 
ciclico, a ligagao do quimioatrator ao seu receptor acoplado a proteina G ativa a fosfoi- 
nositideo 3-cinase (PI3K) (ver Figura 15-52), que gera uma molecula de sinalizagao 
(PI [3,4,5] P 3 ) que por sua vez ativa a Rac GTPase. A Rac, a seguir, ativa o complexo Arp 2/3 
levando a protrusao do lamelipodio. Por um mecanismo ainda desconhecido, o acumulo 
da rede de actina polarizada na borda anterior potencializa o aumento da atividade de 
PI3K em um sistema de retroalimentagao positiva, reforgando a indugao de uma protru¬ 
sao. A PI(3,4,5)P 3 que ativa a Rac nao e capaz de difundir a grandes distancias de seu sitio 
de smtese, pois ela e rapidamente novamente convertida em PI(4,5)P 2 por uma fosfatase 
de lipideos constitutivamente ativa. De forma simultanea, a ligagao do ligante quimioa¬ 
trator a seu receptor ativa outra via de sinalizagao que ativa Rho e aumenta a contratibi- 
lidade com base em miosina. Os dois processos se inibem diretamente, de tal forma que 
a ativagao da Rac e dominante na parte frontal da celula ao passo que a ativagao de Rho e 
dominante na regiao posterior (Figura 16-86B). Isso permite que a celula mantenha sua 
polaridade funcional com protrusoes na borda anterior e contragao na regiao posterior. 

Os sinais quimicos nao difusiveis ligados a matriz extracelular ou a superficie das 
celulas tambem podem interferir no direcionamento da migragao celular. Quando esses 
sinais ativam seus receptores, podem levar a um aumento da adesao celular e direcionar a 
polimerizagao de actina. A maioria das migragoes de celulas animais a longas distancias, 
incluindo a migragao de celulas da crista neural e as viagens dos cones de crescimento 
neuronal, dependem de uma combinagao de sinais difusiveis e nao difusiveis para que 
as celulas em locomogao ou os cones de crescimento atinjam corretamente seu destino. 

A comunicaqao entre os elementos do citoesqueleto coordena a 
polarizagao geral e a locomogao da celula 

O citoesqueleto interconectado e essencial para a migragao celular. Embora o movimen- 
to seja principalmente direcionado pela polimerizagao da actina e pela contragao da 
miosina, as septinas e os filamentos intermediaries tambem atuam neste processo. Por 
exemplo, as redes de filamentos intermediaries de vimentina se associam a integrinas 
em adesoes focais, e fibroblastos deficientes em vimentina exibem estabilidade mecani- 
ca, migragao e capacidade contratil prejudicadas. Alem disso, a disrupgao das protemas 
de ligagao que conectam os diferentes elementos do citoesqueleto, incluindo varias pla- 
quinas e protemas KASH, leva a defeitos da polarizagao e da migragao celular. Assim, 
as interagoes entre os sistemas dos filamentos citoplasmaticos, bem como a sua ligagao 
mecanica ao micleo, sao necessarias para o estabelecimento dos comportamentos com¬ 
plexes da celula, como a migragao. 

As celulas tambem usam os microtubulos para ajudar a organizar um movimento 
persistente em uma diregao especifica. Em varias celulas em locomogao, a posigao do 
centrossomo e influenciada pela localizagao da polimerizagao protrusiva de actina. A 
ativagao dos receptores na extremidade frontal em protrusao de uma celula pode ativar 
localmente as protemas motoras de dinema que movem o centrossomo puxando-o pelos 
microtubulos. Varias protemas efetoras posteriores a RAC e Rho modulam a dinamica 
dos microtubulos diretamente: por exemplo, uma protema-cinase ativada por Rac e ca- 


Figura 16-86 Polarizagao dos neutrofi- 
los e quimiotaxia. (A) A ponta da pipeta 
a direita esta liberando uma pequena 
quantidade do peptideo bacteriano formil- 
-Met-Leu-Phe, que e reconhecido pelos 
neutrofilos humanos como um produto 
derivado de um invasor externo. 0 neu- 
trofilo rapidamente estende um novo 
lamelipodio em diregao a fonte do pepti¬ 
deo quimiotaxico (acima). Ocorre entao a 
extensao deste lamelipodio e a polarizagao 
do citoesqueleto, de tal forma que a mio¬ 
sina II contratil posiciona-se principalmente 
na regiao posterior, oposta a posigao do 
lamelipodio (centro). Finalmente, a celula 
desliza em diregao a fonte do peptideo 
(abaixo). Se uma bacteria real fosse a 
fonte deste peptideo, em vez da pipeta 
do investigador, o neutrofilo englobaria a 
bacteria e a destruiria (ver tambem Figura 
16-3 e Animagao 16.14). (B) A ligagao 
das moleculas bacterianas a receptores 
acoplados a proteina G dos neutrofilos 
estimula a motilidade direcionada. Esses 
receptores sao encontrados em toda a 
superficie, mas possuem maior probabili- 
dade de se ligarem ao ligante bacteriano 
na parte anterior da celula. Duas vias 
distintas de sinalizagao contribuem para a 
polarizagao celular. Na regiao anterior da 
celula, a estimulagao da via Rac leva, via 
proteina G trimerica G,, ao crescimento de 
redes de actina protuberantes. Segundos 
mensageiros desta via possuem vida curta, 
e consequentemente a protrusao limita-se 
a regiao da celula intimamente em contato 
com o fator estimulador. 0 mesmo recep¬ 
tor tambem estimula uma segunda via de 
sinalizagao, pelas proteinas G trimericas 
G 12 e G 13 , que induzem a ativagao de Rho. 
As duas vias sao mutuamente antagoni- 
cas. Visto que a protrusao com base em 
Rac e ativa na regiao frontal da celula, Rho 
somente e ativada na regiao posterior da 
celula, estimulando a contragao da celula 
nessa regiao e atuando diretamente sobre 
o direcionamento do movimento. (A, de 
O.D. Weiner etal., Nat. Cell Biol. 1:75-81, 
1999. Com permissao de Macmillan Pu¬ 
blishers Ltd.) 
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O QUE NAO SABEMOS 

• Como o cortex celular e regulado 
local e globalmente para coorde- 
nar suas atividades nos diferen- 
tes pontos da superficie celular? 
0 que determina, por exemplo, 
onde sera formado um filopodio? 

• Como sao controladas espacial- 
mente no citoplasma as proteinas 
reguladoras de actina para que va- 
rios tipos diferentes de arranjos de 
actina sejam produzidos na mes- 
ma celula? 


paz de fosforilar (e, assim, inibir) a protema de ligagao a tubulina estatmina (ver Painel 
16-4), estabilizando, dessa forma, os microtubulos. 

Por sua vez, os micro tubulos influenciam os rearranjos da actina e a adesao celu¬ 
lar. Os centrossomos nucleiam um grande numero de microtubulos dinamicos, e o seu 
reposicionamento significa que as extremidades mais (+) de muitos desses microtu¬ 
bulos se estendem rumo a regiao de protrusao da celula. As interagoes diretas com os 
microtubulos ajudam a guiar a dinamica das adesoes focais nas celulas em migragao. 
Os microtubulos tambem podem influenciar a formagao dos filamentos de actina, en- 
tregando RAC-GEFs que se ligam as +TIPs que viajam sobre as extremidades dos micro¬ 
tubulos em crescimento. Os microtubulos tambem transportam cargas de e para as ade- 
soes focais, afetando, dessa forma, sua sinalizagao e dissociagao. Assim, os microtubulos 
reforgam a informagao de polaridade que o citoesqueleto de actina recebe do mundo 
exterior, permitindo uma resposta sensivel a sinais fracos e permitindo que a motilidade 
persista no mesmo sentido durante um periodo prolongado. 


• Ocorrem processos biologicamen- 
te importantes no interior de um 
microtubulo? 

• Como podemos explicar o fato de 
existirem tantas cinesinas e miosi- 
nas diferentes no citoplasma, mas 
apenas uma dineina? 

• As mutagoes nas proteinas da la¬ 
mina nuclear causam um grande 
numero de doengas denominadas 
laminopatias. 0 que falta apren- 
der a respeito da lamina nuclear 
para que possamos explicar esse 
fato? 


Resumo 

Os movimentos da celula como um todo, a morfologia e a determinagao geral da forma, 
assim como a estruturagao das celulas, necessitam da atividade coordenada dos tres siste- 
mas basicos de filamentos em conjunto a uma serie de proteinas acessorias do citoesque¬ 
leto, classe na qual se incluem as proteinas motoras. A migragao celular - um comporta- 
mento celular comum e de grande importancia para o desenvolvimento embrionario e 
tambem na cicatrizagao das lesdes, na manutengao tecidual e no funcionamento do sis- 
tema imune em animais adultos - e outro exemplo classico da complexa coordenagao da 
agao do citoesqueleto. Para que uma celula migre, e necessario que ela estabelega e man- 
tenha uma polarizagao estrutural geral, a qual e influenciada por sinais externos. Alem 
disso, a celula deve coordenar as protrusoes na regiao da borda anterior (pela polimeriza- 
gao de novos filamentos de actina), a adesao da nova protuberancia celular ao substrato 
e asforgas geradas por motores moleculares para impulsionar o corpo celular para frente. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

16-1 A fungao da hidrolise de ATP na polimerizagao da ac¬ 
tina e similar a fungao da hidrolise de GTP na polimerizagao 
da tubulina: ambas atuam no enfraquecimento das ligagoes no 
polimero e, como consequencia, promovem despolimerizagao. 

16-2 Os neuronios motores induzem potenciais de agao 
nas membranas de celulas musculares que abrem canais de 
voltagem sensiveis a Ca 2+ nos tubulos T, permitindo a pene- 
tragao de Ca 2+ extracelular no citosol, sua ligagao a troponi- 
na C e a rapida iniciagao da contragao muscular. 

16-3 Na maioria das celulas animais, motores de microtu¬ 
bulos direcionados para as extremidades menos (-) entre- 
gam sua carga na periferia da celula, ao passo que motores 
de microtubulos direcionados para as extremidades mais 
(+) entregam sua carga no interior da celula. 

Discuta as questoes a seguir. 

16-4 A concentragao de actina nas celulas e 50 a 100 vezes 
maior do que a concentragao critica observada para a actina 
pura in vitro. Como isso e possivel? O que evita que as su- 
bunidades de actina polimerizem nas celulas formando os 
filamentos? Por que e vantajoso para as celulas manter uma 
grande quantidade de subunidades de actina livre? 


16-5 As medigoes detalhadas do comprimento e da tensao 
do sarcomero durante a contragao isometrica no musculo 
estriado forneceram apoio inicial essencial para o modelo 
da contragao muscular mediada pelo deslizamento dos fi¬ 
lamentos. Com base em seus conhecimentos a respeito do 
modelo de deslizamento dos filamentos e da estrutura de um 
sarcomero, sugira uma explicagao molecular para a relagao 
entre a tensao e o comprimento do sarcomero nos pontos da 
Figura Q16-1 marcados por I, II, III e IV. (Neste musculo, o 
comprimento do filamento de miosina e igual a 1,6 |xm e o 
comprimento dos filamentos delgados de actina que se es¬ 
tendem a partir do disco Z e igual a 1,0 |jim.) 



Figura Q16-1 A tensao em fungao do comprimento do sarcomero durante 
a contragao isometrica. 
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16-6 Sob uma concentragao de 1,4 mg/mL de tubulina 
pura, os microtubulos crescem a uma velocidade de aproxi- 
madamente 2 pm/min. Nessa taxa de crescimento, quantos 
dimeros de a p-tubulina (8 nm de comprimento) sao adicio- 
nados as extremidades de um microtubulo a cada segundo? 

16-7 Acredita-se que uma solugao pura de dimeros de 
a p-tubulina possa nuclear microtubulos pela formagao de 
um protofilamento linear de aproximadamente sete dime¬ 
ros de comprimento. Nesse ponto, a probabilidade de que o 
proximo dimero ap ligue-se lateralmente ou a extremidade 
do protofilamento e praticamente identica. Acredita-se que o 
evento critico para a formagao do microtubulo seja a primeira 
associagao lateral (Figura Q16-2). Como a associagao lateral 
promove a rapida formagao subsequente de um microtubulo? 

CRESCIMENTO LINEAR ASSOCIAgAO LATERAL 



Figura Q16-2 Modelo de nucleagao de microtubulo a partir de dimeros 
puros de a(3-tubulina. 

16-8 Como o centrossomo "sabe” que encontrou o centro 
da celula? 

16-9 Os movimentos de uma molecula individual de pro- 
teina motora podem ser diretamente analisados. Por meio de 
polarizagao de laser e possivel criar padroes de interferencia 
que exercem uma forga centralmente direcionada, variando 
de zero na regiao central ate uns poucos piconewtons na pe- 
riferia (aproximadamente 200 nm do centro). As moleculas 
individuais que penetram o padrao de interferencia sao rapi- 
damente impulsionadas para o centro, permitindo que sejam 
capturadas e movidas conforme a vontade do pesquisador. 

Usando esse sistema de “pingas opticas” moleculas 
individuais de cinesina podem ser posicionadas sobre um 
microtubulo que esta fixado a uma laminula de microscopio. 
Apesar de nao ser possivel a visualizagao optica de uma mo¬ 
lecula unica de cinesina, esta pode ser marcada pela ligagao 
a uma microesfera de silica e pode ser seguida indiretamen- 
te pela visualizagao da microesfera (Figura Q16-3A). Na au- 
sencia de ATP, a molecula de cinesina permanece no centro 
do padrao de interferencia, mas na presenga de ATP ela se 
move rumo a extremidade mais (+) do microtubulo. Con- 
forme a cinesina se move sobre o microtubulo, ela encontra 
a forga do padrao de interferencia, a qual Simula a carga que 
a cinesina transporta quando ocorre sua real atuagao na ce¬ 
lula. Alem disso, a pressao contra a microesfera contrapoe os 
efeitos do movimento browniano (termico), de tal forma que 
a posigao da microesfera reflete com exatidao a posigao da 
molecula de cinesina sobre o microtubulo. 

O tragado referente aos movimentos de uma molecula de 
cinesina sobre um microtubulo esta ilustrado na Figura Q16-3B. 


(A) DESENHO EXPERIMENTAL 


(B) POSiqAO DA CINESINA 


Microesfera 
de silica 



Cinesina 


Microtubulo 



Figura Q16-3 Movimento da cinesina sobre um microtubulo. (A) Desenho 
experimental com a cinesina ligada a uma microesfera de silica, movendo-se 
sobre um microtubulo. (B) Posigoes da cinesina (definidas pela posigao da mi¬ 
croesfera de silica) em relagao ao centro do padrao de interferencia, em fun- 
gao do tempo de movimento sobre o microtubulo. 0 padrao em zigue-zague 
do tragado e resultante do movimento browniano da microesfera. 


A. Como ilustrado na Figura Q16-3B, todos os movimentos 
da cinesina sao em uma diregao (rumo a extremidade mais 
[+] do microtubulo). O que fornece a energia livre necessa- 
ria para assegurar um movimento unidirecional sobre o mi¬ 
crotubulo? 

B. Qual e a velocidade media do movimento da cinesina 
sobre o microtubulo? 

C. Qual e o comprimento de cada passo que a cinesina da 
ao movimentar-se sobre o microtubulo? 

D. Sabe-se, a partir de outros estudos, que a cinesina pos- 
sui dois dommios globulares e que cada um deles pode ligar- 
-se a p-tubulina. Sabe-se tambem que a cinesina se move so¬ 
bre um unico protofilamento em um microtubulo. Em cada 
protofilamento, a subunidade de p-tubulina se repete em 
intervalos de 8 nm. Considerando-se o tamanho do passo e 
o espagamento entre as subunidades de p-tubulina, como 
podemos inferir que a molecula de cinesina se movimente 
sobre um microtubulo? 

E. Existe alguma informagao nos dados da Figura Q16-3B 
que possa nos indicar quantas moleculas de ATP sao hidroli- 
sadas a cada passo da cinesina? 

16-10 Uma mitocondria de 1 pm de comprimento pode 
viajar o comprimento de 1 metro do axonio da medula espi- 
nal ate o dedao do pe em um dia. O recorde Olimpico mascu- 
lino de nado livre de 200 metros e de 1,75 minuto. Em termos 
de comprimentos corporais por dia, quern esta se movendo 
mais rapido: a mitocondria ou o detentor do recorde olimpi¬ 
co? (Suponha que o nadador tenha 2 metros de altura.) 

16-11 A cofilina liga-se preferencialmente a filamentos de 
actina mais antigos e promove a sua dissociagao. Como a co¬ 
filina distingue os filamentos mais antigos dos mais recentes? 

16-12 Por que os filamentos intermediaries tern extremi¬ 
dades identicas e ausencia de polaridade, enquanto os fila¬ 
mentos de actina e os microtubulos apresentam duas extre¬ 
midades distintas com polaridades definidas? 

16-13 Como e mantido o movimento unidirecional de um 
lamelipodio? 
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Ciclo celular 


CAPITULO 

17 


A unica maneira de formar uma nova celula e duplicando uma celula ja existente. Esse 
fato simples, inicialmente estabelecido na metade do seculo XIX, traz consigo uma 
profunda mensagem de continuidade da vida. Todos os organismos vivos, da bacteria 
unicelular ao mamifero multicelular, sao produtos de repetidos ciclos de crescimento 
e divisao celular que remontam aos primordios da vida na Terra, ha mais de 3 bilhoes 
de anos. 

Uma celula se reproduz ao executar uma sequencia organizada de eventos em 
que ela duplica seu conteudo e, entao, divide-se em duas. Esse ciclo de duplicagao e 
divisao, conhecido como ciclo celular, e o mecanismo essencial pelo qual todos os 
seres vivos se reproduzem. Em especies unicelulares, como bacterias e leveduras, cada 
divisao celular produz um novo organismo completo. Em especies multicelulares, 
sequencias longas e complexas de divisoes celulares sao necessarias a produgao de 
um organismo funcional. Mesmo no individuo adulto, a divisao celular normalmente 
e necessaria a substituigao das celulas que morrem. Na verdade, cada um de nos deve 
fabricar milhoes de celulas a cada segundo simplesmente para sobreviver: se toda a di¬ 
visao celular fosse interrompida - por exposigao a uma alta dose de raios X, por exem- 
plo -, morreriamos em poucos dias. 

Os detalhes do ciclo celular variam de organismo para organismo e em diferen- 
tes fases da vida de um organismo. Certas caracteristicas, contudo, sao universais. No 
minimo, a celula deve executar sua tarefa fundamental: passar as informagoes gene- 
ticas para a proxima geragao de celulas. Para produzir duas celulas-filhas genetica- 
mente identicas, o DNA de cada cromossomo deve primeiro ser fielmente replicado 
para produzir duas copias completas. Os cromossomos replicados devem entao ser 
acuradamente distribuidos ( segregados ) para as duas celulas-filhas, assim cada uma 
recebe uma copia completa do genoma (Figura 17-1). Alem da duplicagao do genoma, 
a maioria das celulas tambem duplica suas outras organelas e macromoleculas; se nao 
fosse assim, as celulas-filhas ficariam menores a cada divisao. Para manter seu tama- 
nho, as celulas em divisao devem coordenar o crescimento (i.e., o aumento da massa 
celular) com a divisao. 

Este capitulo descreve os eventos do ciclo celular e como eles sao controlados e 
coordenados. Comegaremos com um breve panorama geral do ciclo celular. Descreve- 
remos o sistema de controle do ciclo celular, uma rede complexa de protemas reguladoras 
que disparam diferentes eventos do ciclo. Na sequencia, consideraremos de forma deta- 
lhada os principais estagios do ciclo celular, nos quais os cromossomos sao duplicados e 
entao segregados em duas celulas-filhas. Por fim, consideraremos como sinais extrace- 
lulares governam as taxas de crescimento e divisao celular e como esses dois processos 
sao coordenados. 


NESTE CAPITULO 

VISAO GERAL DO CICLO 
CELULAR 

SISTEMA DE CONTROLE DO 
CICLO CELULAR 

FASE S 

MITOSE 

CITOCINESE 

MEIOSE 

CONTROLE DA DIVISAO E DO 
CRESCIMENTO CELULAR 


VISAO GERAL DO CICLO CELULAR 

A fungao basica do ciclo celular e duplicar a imensa quantidade de DNA nos cromosso¬ 
mos e, entao, segregar as copias em duas celulas-filhas geneticamente identicas. Esses 
processos definem as duas principais fases do ciclo celular. A duplicagao dos cromosso¬ 
mos ocorre durante a fase S (S de smtese de DNA), que requer de 10 a 12 horas e ocupa 
cerca de metade do tempo do ciclo celular de uma celula tipica de mamifero. Apos a fase 
S, a segregagao dos cromossomos e a divisao celular ocorrem na fase M (M de mitose), 
que requer muito menos tempo (menos de 1 hora em uma celula de mamifero). A fase 
M compreende dois eventos principais: a divisao nuclear, ou mitose, durante a qual os 
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Figura 17-1 O ciclo celular. A divisao 
de uma celula eucariotica hipotetica com 
dois cromossomos (um vermelho e outro 
preto) e mostrada para ilustrar como duas 
celulas-filhas geneticamente identicas 
sao produzidas em cada ciclo. Em geral, 
cada uma das celulas-filhas continuara 
a se dividir, passando por ciclos celulares 
adicionais. 



CRESCIMENTO 
CELULAR E 
REPLICAgAO 
CROMOSSOMICA 



cromossomos copiados sao distribuidos em um par de nucleos-filhos; e a divisao cito- 
plasmatica, ou citocinese, quando a propria celula se divide em duas (Figura 17-2). 

Ao fim da fase S, as moleculas de DNA em cada par de cromossomos duplicados 
se entrelagam e sao mantidas fortemente unidas por ligagoes proteicas especializadas. 
No comego da mitose, em um estagio chamado de profase, as duas moleculas de DNA 
sao gradativamente desembaragadas e condensadas em pares de bastonetes rigidos e 
compactos chamados de cromatides-irmas, as quais permanecem ligadas por meio da 
coesao de cromatides-irmas. Quando posteriormente o envelope nuclear se desfaz na mi¬ 
tose, os pares de cromatides-irmas ficam ligados ao fuso mitotico, um gigantesco arranjo 
bipolar de micro tubulos (discutido no Capitulo 16). As cromatides-irmas sao fixadas a 
polos opostos do fuso, e, por fim, alinham-se na placa equatorial do fuso em um estagio 
chamado de metafase. A destruigao da coesao de cromatides-irmas, no inicio da anafase , 
separa as cromatides-irmas, que sao puxadas para polos opostos do fuso. Em seguida, o 
fuso se desfaz e os cromossomos segregados sao empacotados em nucleos separados na 
teldfase. Entao, a citocinese cliva a celula em duas, de forma que cada celula-filha herde 
um dos dois nucleos (Figura 17-3). 

0 ciclo celular eucariotico geralmente e composto por quatro 
fases 

A maioria das celulas requer muito mais tempo para crescer e duplicar sua massa de 
protemas e organelas do que o necessario para duplicar seus cromossomos e se dividir. 
A fim de reservar, em parte, tempo para o crescimento, a maioria dos ciclos celulares 
possui fases de intervalo - a fase G x entre a fase M e a fase S, e a fase G 2 entre a fase Sea 
mitose. Assim, o ciclo celular eucariotico e tradicionalmente dividido em quatro fases 
sequenciais: G 1; S, G 2 e M. As fases G 1; S e G 2 sao, em conjunto, chamadas de interfase 
(Figura 17-4 e ver Figura 17-3). Em uma celula humana tipica se proliferando em cultu- 
ra, a interfase pode ocupar 23 horas de um ciclo celular de 24 horas, com 1 hora de fase 
M. O crescimento celular ocorre ao longo do ciclo celular, exceto durante a mitose. 

As duas fases de intervalo sao mais do que um simples retardo de tempo que garante 
o crescimento celular. Elas tambem dao tempo para que a celula monitore o ambiente in- 
terno e externo a fim de se assegurar de que as condigoes sao adequadas e os preparativos 
estejam completos, antes que a celula se comprometa com as principais transformagoes 

Figura 17-2 Os principais eventos do ciclo celular. Os principais eventos cromossomicos do ciclo celular ocor- 
rem na fase S, quando os cromossomos sao duplicados, e na fase M, quando os cromossomos duplicados sao 
segregados em um par de nucleos-filhos (na mitose), apos o que a propria celula se divide em duas (citocinese). 
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Interfase 


Mitose 


Citocinese 


Transigao metafase-anafase 


Profase 


Prometafase 


Metafase 


Anafase 


Telofase 



Replicagao do DNA 


Figura 17-3 Os eventos da divisao celular eucariotica vistos sob o microscopio. Os processos facilmente 
visfveis de divisao nuclear (mitose) e divisao celular (citocinese), coletivamente chamados de fase M, normalmen- 
te ocupam somente uma pequena fragao do ciclo celular. A outra parte do ciclo, muito mais longa, e conhecida 
como interfase, que inclui a fase S e as fases de intervalo (discutido no texto). Os cinco estagios da mitose sao 
apresentados: uma mudanga brusca no estado bioquimico da celula ocorre na transigao da metafase a anafase. 
A celula pode fazer uma pausa antes desse ponto de transigao, mas, uma vez ultrapassado esse ponto, a celula 
continua ate o fim da mitose e atravessa a citocinese, chegando a interfase. 


da fase S e da mitose. Nesse sentido, a fase G l e especialmente importante. Sua duragao 
pode variar imensamente, dependendo das condigoes externas e de sinais extracelulares 
de outras celulas. Se as condigoes extracelulares forem desfavoraveis, por exemplo, as ce- 
lulas retardam a progressao a Gj e podem entrar em um estado de repouso especializado 
conhecido como G 0 (G zero), no qual podem permanecer por dias, semanas ou mesmo 
anos antes que a proliferagao seja retomada. Na verdade, muitas celulas ficam permanen- 
temente em G 0 ate que elas ou o organismo morram. Se as condigoes extracelulares sao 
favoraveis e os sinais para crescer e se dividir estao presentes, as celulas no imcio de G x ou 
G 0 avangam ate um ponto de comprometimento proximo ao fim de G x conhecido como 
Imcio (em leveduras) ou ponto de restrigao (em celulas de mamiferos). Usaremos o ter- 
mo Imcio tanto para celulas de leveduras como para celulas de animais. Uma vez passado 
esse ponto, as celulas se comprometem com a replicagao do DNA, mesmo que os sinais 
extracelulares que estimulam o crescimento e a divisao celular sejam removidos. 

O controle do ciclo celular e similar em todos os eucariotos 

Algumas caracteristicas do ciclo celular, inclusive o tempo necessario para completar 
certos eventos, variam muito de um tipo celular para o outro, mesmo no proprio organis¬ 
mo. Contudo, a organizagao basica do ciclo celular e essencialmente a mesma em todas 
as celulas eucarioticas, e todos os eucariotos parecem usar uma maquinaria e mecanis- 



Figura 17-4 As quatro fases do ciclo 
celular. Em muitas celulas, fases de inter¬ 
valo separam os principals eventos da fase 
S e fase M. e o intervalo entre a fase M 
e a fase S, enquanto G 2 eo intervalo entre 
a fase Sea fase M. 
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Figura 17-5 Celulas de mamifero se proliferando em cultura. As celulas nesta micrografia eletronica de 
varredura sao fibroblastos de rato. As celulas na parte inferior a esquerda sao arredondadas e estao em mitose. 
(Cortesia de Guenter Albrecht-Buehler.) 

mos de controle similares para conduzir e regular os eventos do ciclo celular. As protei- 
nas do sistema de controle do ciclo celular, por exemplo, apareceram pela primeira vez 
ha mais de 1 bilhao de anos. Notavelmente, elas tern sido tao bem conservadas durante 
o curso da evolugao que muitas delas funcionam perfeitamente quando transferidas de 
uma celula humana para uma celula de levedura. Portanto, podemos estudar o ciclo ce¬ 
lular e sua regulagao em varios organismos, usando as descobertas obtidas para montar 
um quadro unificado de como as celulas eucarioticas se dividem. 

Muitos organismos-modelo sao usados para analise do ciclo celular eucariotico. 
Brotos das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe de fissao 
sao eucariotos simples nos quais abordagens geneticas e moleculares eficazes podem 
ser usadas para identificar e caracterizar genes e proteinas que controlam caracteristicas 
fundamentais da divisao celular. Os embrioes iniciais de certos animais, particularmente 
os da ra Xenopus laevis, sao excelentes ferramentas para dissecagao bioquimica dos me- 
canismos do controle do ciclo celular, enquanto a mosca-das-frutas Drosophila melano- 
gaster e util para analise genetica de mecanismos subjacentes do controle e coordenagao 
da divisao e crescimento celular em organismos multicelulares. As culturas de celulas 
humanas fornecem um excelente sistema para a exploragao microscopica e molecular de 
processos complexos pelos quais nossas proprias celulas se dividem. 


A progressao do ciclo celular pode ser estudada de varias 
maneiras 
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Como podemos dizer que estagio uma celula alcangou no ciclo celular? Uma maneira e 
simplesmente observar as celulas vivas sob o microscopio. Uma olhada rapida em uma 
populagao de celulas de mamiferos se proliferando em cultura revela que uma fragao das 
celulas assumiu uma forma arredondada e esta em mitose (Figura 17-5). Outras podem 
ser observadas no processo de citocinese. Similarmente, a observagao de brotos de celulas 
de levedura no microscopio e muito util, porque o tamanho dos brotos fornece indicagoes 
do estagio do ciclo celular (Figura 17-6). Podemos ter indicios adicionais sobre a posigao 
no ciclo celular ao corar as celulas com corantes fluorescentes que se ligam ao DNA (re- 
velando a condensagao dos cromossomos na mitose) ou com anticorpos que reconhecem 
componentes celulares especificos, como os micro tubulos (revelando o fuso mitotico). As 
celulas em fase S podem ser identificadas no microscopio pelo fornecimento de moleculas 
visualizaveis que sao incorporadas na nova smtese de DNA, como a bromodesoxiuridina 
(BrdU) artificial, um analogo da timidina; os nucleos celulares que incorporaram BrdU 
sao, entao, revelados pela coloragao com anticorpos anti-BrdU (Figura 17-7). 

Normalmente, em uma populagao de celulas de mamiferos em cultura que esta 
proliferando de modo rapido, porem de forma assincrona, cerca de 30 a 40% estarao em 
fase S em qualquer instante e se tornam marcadas por um breve pulso de BrdU. Confor- 
me a proporgao de celulas em tal populagao que esta marcada, podemos estimar a dura¬ 
gao da fase S como uma fragao da duragao total do ciclo celular. Similarmente, a partir da 
proporgao de celulas em mitose ( mdice mitotico ), podemos estimar a duragao da fase M. 

Outra forma de avaliar o estagio que uma celula tenha alcangado no ciclo celular 
e pela medida do seu conteudo de DNA, que duplica durante a fase S. Essa abordagem e 
grandemente facilitada pelo uso de corantes fluorescentes de ligagao ao DNA e o citome- 
tro de fluxo, que permite a analise rapida e automatica de um grande numero de celulas 
(Figura 17-8). Podemos usar o citometro de fluxo para determinar a duragao das fases 
G i; S, e G 2 + M, medindo o conteudo de DNA em uma populagao de celulas sincroniza- 
das conforme avangam no ciclo celular. 


Figura 17-6 Morfologia do brotamento das celulas de levedura. Em uma populagao normal de celulas de 
levedura em proliferagao, os brotos variam de tamanho de acordo com o estagio do ciclo celular. As celulas sem 
brotamento estao em G v A progressao a partir do Infcio da transigao, dispara a formagao de um pequeno broto, 
que cresce em tamanho durante as fases S e M, ate quase atingir o tamanho da celula-mae. (Cortesia de Jeff 
Ubersax.) 
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Figura 17-7 Marcagao de celulas na fase S. Micrografia de imunofluorescencia de celulas epiteliais do intes- 
tino de peixe-zebra marcadas com BrdU. 0 peixe foi exposto a BrdU, apos o tecido ser fixado e preparado para 
marcagao com anticorpos fluorescentes anti-BrdU ( verde ). Todas as celulas estao coradas com urn corante fluo- 
rescente vermelho. (Cortesia de Cecile Crosnier.) 


Resumo 

A divisao celular normalmente comega com a duplicagao do conteudo da celula, seguida 
da distribuigao desse conteudo para duas celulas-filhas. A duplicagao dos cromossomos 
ocorre durante a fase S do ciclo celular, enquanto a maioria dos outros componentes ce- 
lulares e duplicada de forma contmua ao longo do ciclo. Durante a fase M, os cromosso¬ 
mos replicados sao segregados em nucleos individuais (mitose), e a celula entao se divide 
em duas (citocinese). A fase S e a fase M geralmente sao separadas porfases de intervalo 
chamadas de G 7 e G 2 , quando varios sinais intracelulares e extracelulares regulam a pro- 
gressao do ciclo celular. A organizagao e o controle do ciclo celular tern sido altamente 
conservados durante a evolugao, e estudos em um grande numero de sistemas tern levado 
a uma visao unificada do controle do ciclo celular eucaridtico. 

SISTEMA DE CONTROLE DO CICLO CELULAR 

Por muitos anos os biologos celulares observaram os eventos de smtese de DNA, da mi¬ 
tose e da citocinese, mas nao faziam ideia dos mecanismos de controle desses eventos. 
Nao estava nem ao menos claro se havia um sistema de controle separado ou se os pro¬ 
cesses de smtese de DNA, mitose e citocinese de algum modo se autocontrolavam. Um 
avango importante surgiu no final da decada de 1980 com a identificagao das principais 
protemas do sistema de controle, juntamente com a percepgao de que elas sao distintas 
das protemas que executam os processos de replicagao do DNA, de segregagao dos cro¬ 
mossomos, entre outros. 

Nesta segao, primeiro consideraremos os principios basicos sobre os quais o sis¬ 
tema de controle do ciclo celular opera. Em seguida, discutiremos os componentes pro- 
teicos do sistema e como eles trabalham em conjunto para sincronizar e coordenar os 
eventos do ciclo celular. 

O sistema de controle do ciclo celular desencadeia os principais 
eventos do ciclo celular 




0 1 2 

Quantidade relativa de DNA por celula 


O sistema de controle do ciclo celular opera de forma muito semelhante a um crono- 
metro que aciona os eventos do ciclo celular em uma sequencia determinada (Figura 
17-9). Em sua forma mais simples -, como visto no ciclo celular de embrioes precoces 
de animais, por exemplo -, o sistema de controle e rigidamente programado para for- 
necer uma quantidade fixa de tempo para a realizagao de cada evento do ciclo celular. 
O sistema de controle nas divisoes desses embrioes precoces e independente dos even¬ 
tos que ele controla, para que seus mecanismos continuem a operar mesmo que esses 
eventos falhem. Contudo, na maioria das celulas, o sistema de controle nao responde a 
informagoes recebidas dos processos que controla. Se algum mau funcionamento im¬ 
pede a conclusao bem-sucedida da smtese de DNA, por exemplo, sinais sao enviados ao 
sistema de controle para retardar a progressao da fase M. Tais atrasos fornecem tempo 
para a maquinaria ser reparada e tambem previnem o desastre que poderia resultar se o 
ciclo seguisse prematuramente ao proximo estagio - e cromossomos incompletamente 
replicados segregassem, por exemplo. 

O sistema de controle do ciclo celular tern como base em uma serie conectada de 
interruptores bioquimicos, cada um dos quais inicia um evento especifico do ciclo celular. 
Esse sistema de interruptores possui muitas caracteristicas importantes, as quais aumen- 
tam tanto a precisao como a confiabilidade da progressao do ciclo celular. Em primeiro 
lugar, os interruptores geralmente sao binarios (ativo/inativo) e desencadeiam eventos 
de maneira completa e irreversivel. Seria claramente desastroso, por exemplo, se eventos 
como a condensagao dos cromossomos ou a desintegragao do envelope nuclear fossem 
iniciados apenas parcialmente ou comegados e nao completados. Em segundo lugar, o 
sistema de controle do ciclo celular e notavelmente intenso e confiavel, em parte devido 


(unidades arbitrarias) 

Figura 17-8 Analise do conteudo de DNA 
com um citometro de fluxo. Este grafico 
mostra resultados tipicos obtidos para uma po- 
pulagao de celulas em proliferagao, em que o 
conteudo de DNA das celulas individuais e de- 
terminado em um citometro de fluxo. (Um ci¬ 
tometro de fluxo, tambem chamado de separa- 
dor de celulas ativado por fluorescencia [FACS; 
do ingles, fluorescence-activated cell sorter], 
tambem pode ser usado para separar celulas de 
acordo com sua fluorescencia - ver Figura 8-2.) 
As celulas aqui analisadas foram coradas com 
um corante que se torna fluorescente quando 
se liga ao DNA, de forma que a quantidade 
de fluorescencia e diretamente proporcional a 
quantidade de DNA de cada celula. As celulas 
sao divididas em tres categorias: aquelas que 
tern um complemento nao replicado de DNA e, 
portanto, estao em G v aquelas que possuem 
um complemento totalmente replicado de DNA 
(duas vezes o conteudo de DNA de G,) e estao 
em fase G 2 ou M, e aquelas que possuem uma 
quantidade intermediary de DNA e estao em 
fase S. A distribuigao das celulas indica que 
elas estao em maior numero de celulas em G, 
do que nas fases G 2 +M, mostrando que G, e 
maior do que G 2 + M nessa populagao. 
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Figura 17-9 O controle do ciclo ce- 
lular. Um sistema de controle do ciclo 
celular desencadeia os processos essenciais 
do ciclo - como a replicagao do DNA, 
a mitose e a citocinese. 0 sistema de 
controle e representado aqui como um 
brago central - o controlador - que gira 
no sentido horario, disparando processos 
essenciais quando alcanga transigoes 
espedficas no mostrador exterior (caixas 
amarelas). A informagao sobre a realizagao 
dos eventos do ciclo celular, assim como 
os sinais oriundos do ambiente, pode levar 
o sistema de controle a interromper o ciclo 
nessas transigoes. 


Ciclina 



Cinase dependente da Ciclina 
(Cdk) 

Figura 17-10 Dois componentes- 
-chave do sistema de controle do ciclo 
celular. Quando uma ciclina forma um 
complexo com uma Cdk, a proteina-cinase 
e ativada e desencadeia eventos espedfi- 
cos do ciclo celular. Sem a ciclina, a Cdk 
e inativa. 



Todo DNA esta replicado? 


O ambiente e favoravel? 


Todos os cromossomos 
estao ligados ao fuso? 


TRANSigAO 
metAfase- anAfase 


TRANSigAO G 2 /M 


INICIAR ANAFASE E 
PROSSEGUIR PARA CITOCINESE 


ENTRADA NO CICLO CELULAR E PROSSEGUIR 
PARA FASE S 


INICIO DA TRANSigAO 
Ambiente favoravel? 


a mecanismos de reserva e outras caracteristicas que permitem que o sistema opere de 
maneira eficiente sob varias condigoes, mesmo que alguns componentes falhem. Por fim, 
o sistema de controle e altamente adaptavel e pode ser modificado para se adequar a tipos 
celulares especificos e para responder a sinais intracelulares ou extracelulares especificos. 

Na maioria das celulas eucarioticas, o sistema de controle do ciclo celular controla 
a progressao do ciclo celular em tres principais pontos de transigao reguladora (ver Fi¬ 
gura 17-9). O primeiro e o Imcio (ou ponto de restrigao) no final de G 1; onde a celula se 
compromete a entrada no ciclo celular e a duplicagao dos cromossomos. O segundo e a 
transigao de G 2 /M, onde o sistema de controle dispara um evento mitotico precoce que 
leva ao alinhamento de cromossomos no eixo mitotico na metafase. O terceiro e a tran¬ 
sigao entre metafase e anafase, onde o sistema de controle estimula a separagao das 
cromatides-irmas, levando a conclusao da mitose e da citocinese. Se detecta problemas 
dentro ou fora da celula, o sistema de controle impede a progressao atraves de cada uma 
dessas transigoes. Se o sistema de controle identifica problemas na realizagao da replica¬ 
gao de DNA, por exemplo, isso mantera a celula na transigao G 2 /M ate que esses proble¬ 
mas sejam resolvidos. Similarmente, se as condigoes extracelulares nao sao apropriadas 
a proliferagao celular, o sistema de controle bloqueia a progressao ao Imcio, impedindo 
dessa forma a divisao celular ate que as condigoes se tornem favoraveis. 

0 sistema de controle do ciclo celular depende de protefnas-cinase 
dependentes de ciclinas (Cdks) ciclicamente ativadas 

Os componentes centrais do sistema de controle do ciclo celular sao membros de uma 
familia de cinases conhecidas como cinases dependentes de ciclinas (Cdks; do ingles, 
cyclin-dependent kinases). As atividades dessas cinases aumentam e diminuem a medida 
que a celula avanga no ciclo, levando a mudangas ciclicas na fosforilagao de protemas in¬ 
tracelulares que iniciam ou regulam os principais eventos do ciclo celular. Um aumento 
na atividade de Cdk na transigao G 2 /M, por exemplo, aumenta a fosforilagao de protei- 
nas que controlam a condensagao de cromossomos, o rompimento do envelope nuclear, 
agrupamento no eixo e outros eventos que ocorrem nas etapas iniciais da mitose. 

As mudangas ciclicas na atividade das Cdks sao controladas por um complexo ar- 
ranjo de enzimas e outras protemas. O mais importante desses reguladores das Cdks sao 
protemas conhecidas como ciclinas. As Cdks, como implica o nome, sao dependentes 
de ciclinas para sua atividade: a menos que estejam fortemente ligadas a uma ciclina, 
elas nao tern atividade de cinase (Figura 17-10). As ciclinas foram originalmente de- 
nominadas desse modo porque sofrem um ciclo de smtese e degradagao a cada ciclo 

































CAPITULO 17 Ciclo celular 969 




G/S-Cdk S-Cdk M-Cdk 


celular. Os niveis de protemas Cdk, ao contrario, sao constantes. As modificagoes ciclicas 
nos niveis das protemas ciclinas resultam no agrupamento e ativagao ciclicos dos com- 
plexos ciclina-Cdk nos estagios especificos do ciclo celular. 

Existem quatro classes de ciclinas, cada uma definida pelo estagio do ciclo celular 
no qual se ligam as Cdks e em que atuam. Todas as celulas eucarioticas necessitam de 
tres dessas classes (Figura 17-11): 


Figura 17-11 Complexos de ciclina-Cdk 
do sistema de controle do ciclo celu¬ 
lar. As concentragoes dos tres principals 
tipos de ciclinas oscilam durante o ciclo ce¬ 
lular, enquanto as concentrates das Cdks 
(nao mostrado) nao mudam e superam as 
quantidades de ciclinas. Na fase G, tardia, 
niveis crescentes de G/S-ciclina levam a 
formagao de complexos G/S-Cdk que pro- 
movem a progressao atraves da transigao 
de Infcio. Os complexos S-Cdk se formam 
no infcio da fase S e desencadeiam a repli- 
cagao do DNA, assim como alguns eventos 
mitoticos iniciais. Os complexos M-Cdk 
se formam durante G 2 , mas sao mantidos 
em urn estado inativo; eles sao ativados 
no fim de G 2 e desencadeiam a entrada na 
mitose na transigao G 2 /M. Urn complexo 
proteico separado, o APC/C, inicia a transi¬ 
gao metafase-anafase, como discutiremos 
mais tarde. 


1. As G^S-ciclinas ativam Cdks no final de G1 e, com isso, ajudam a desencadear a 
progressao ao Imcio, resultando no comprometimento a entrada no ciclo celular. 
Seus niveis diminuem na fase S. 

2. As S-ciclinas se ligam a Cdks logo apos a progressao ao Imcio e ajudam a estimular 
a duplicagao dos cromossomos. Os niveis das S-ciclinas permanecem elevados ate 
a mitose, e essas ciclinas tambem contribuem ao controle de alguns eventos mito¬ 
ticos iniciais. 

3. As M-ciclinas ativam Cdks que estimulam a entrada na mitose na transigao G 2 /M. 
Os niveis de M-ciclinas diminuem na metade da mitose. 


Na maioria das celulas, uma quarta classe de ciclinas, as G x -ciclinas, ajuda a regular 
as atividades das G^S-ciclinas, as quais controlam, no final de G l; a progressao ao Imcio. 

Em celulas de leveduras, uma unica protema Cdk se liga a todas as classes de cicli¬ 
nas e desencadeia diferentes eventos do ciclo celular, mudando de ciclina associada em 
diferentes estagios do ciclo. Por outro lado, em celulas de vertebrados, existem quatro 
Cdks. Duas interagem com ciclinas G p uma com cilinas G^S e S, e uma com ciclinas S e 
M. Neste capitulo, referir-nos-emos simplesmente aos diferentes complexos de ciclina- 
-Cdk como G r Cdk, G^S-Cdk, S-Cdk e M-Cdk. Na Tabela 17-1 estao listados os nomes 
das Cdks e ciclinas individuais. 

Como diferentes complexos de ciclina-Cdk desencadeiam diferentes eventos 
do ciclo celular? A resposta, ao menos em parte, parece ser que a protema ciclina nao 
somente ativa sua Cdkparceira, mas tambem a direciona para protemas-alvo especifi- 
cas. Como resultado, cada complexo de ciclina-Cdk fosforila um conjunto diferente de 
protemas-substrato. O mesmo complexo de ciclina-Cdk tambem pode induzir diferentes 


| As principals ciclinas e Cdks de vertebrados e da levedura de 
brotamento 

Complexo de 
ciclina-Cdk 

Vertebrados 

Levedura de brotamento 

Ciclina 

Parceiro de Cdk 

Ciclina 

Parceiro de Cdk 

G r Cdk 

Ciclina D* 

Cdk4, Cdk6 

Cln3 

Cdkl** 

G/S-Cdk 

Ciclina E 

Cdk2 

Clnl, 2 

Cdkl 

S-Cdk 

Ciclina A 

Cdk2, Cdkl** 

Clb5, 6 

Cdkl 

M-Cdk 

Ciclina B 

Cdkl 

Clbl, 2, 3, 4 

Cdkl 


*Existem tres ciclinas D em mamfferos (ciclinas D1, D2 e D3). 

**0 nome original da Cdkl era Cdc2 em vertebrados e na levedura de fissao, e Cdc28 na levedura de brotamento. 
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Figura 17-12 Base estrutural da ativa¬ 
gao das Cdks. Estas ilustragoes sao basea- 
das em estruturas tridimensionais de Cdk2 
e ciclina A humanas, como determinadas 
em cristalografia por difragao de raios X. A 
localizagao do ATP ligado esta indicada. A 
enzima e mostrada em tres estados. (A) No 
estado inativo, sem ciclina ligada, o sitio 
ativo esta bloqueado por uma regiao da 
proteina denominada alga-T ( vermelho ). 

(B) A ligagao da ciclina afasta a alga-T do 
sitio ativo, resultando na ativagao parcial 
da Cdk2. (C) A fosforilagao da Cdk2 (pela 
CAK) em urn residuo de treonina na alga- 
-T ativa ainda mais a enzima ao mudar a 
forma da alga-T, melhorando a capacidade 
da enzima de se ligar a seus substratos 
proteicos. (Animagao 17.1) 


Ciclina Fosfato inibitorio 

Cinase 
Weel 


Fosfatase 
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Figura 17-13 Regulagao da atividade 
de Cdk por fosforilagao. 0 complexo de 
ciclina-Cdk ativo e inativado quando a cinase 
Weel fosforila dois sftios proximos acima do 
sitio ativo. A remogao desses fosfatos pela 
fosfatase Cdc25 ativa o complexo de ciclina- 
-Cdk. Por questao de simplicidade, somente 
urn fosfato inibidor e mostrado. A CAK 
adiciona o fosfato ativador, como mostrado 
na Figura 17-12. 
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efeitos em diferentes tempos do ciclo, provavelmente porque a acessibilidade de alguns 
substratos das Cdks muda durante o ciclo celular. Certas protemas que atuam na mitose, 
por exemplo, podem ser disponibilizadas a fosforilagao somente em G 2 . 

Estudos estruturais em tres dimensoes de protemas Cdk e ciclinas tern revelado 
que, na ausencia de ciclinas, o sitio ativo na proteina Cdk e parcialmente obstruido por 
uma alga proteica, como uma pedra bloqueia a entrada de uma caverna (Figura 17-12A). 
A ciclina ligada faz a alga se mover do sitio ativo, resultando em uma ativagao parcial da 
enzima Cdk (Figura 17-12B). A ativagao total do complexo de ciclina-Cdk ocorre, entao, 
quando uma outra cinase, a cinase ativadora de Cdk (CAK; do ingles, Cdk-activating 
kinase ), fosforila um aminoacido proximo a entrada do sitio ativo da Cdk. Isso causa uma 
pequena mudanga conformacional que aumenta ainda mais a atividade da Cdk, per- 
mitindo que a cinase fosforile de maneira eficiente suas protemas-alvo e, desse modo, 
induza eventos especificos do ciclo celular (Figura 17-12C). 

Atividade de Cdk pode ser suprimida pela fosforilagao inibitoria e 
por protefnas inibidoras Cdk (CKIs) 

O aumento e a diminuigao dos niveis de ciclinas sao os determinantes primordiais da 
atividade das Cdks durante o ciclo celular. Contudo, varios mecanismos adicionais aju- 
dam a controlar a atividade das Cdks em estagios especificos do ciclo. 

A fosforilagao de um par de aminoacidos na cavidade do sitio ativo da cinase inibe 
a atividade de um complexo de ciclina-Cdk. A fosforilagao desses sitios por uma cinase 
conhecida como Weel inibe a atividade das Cdks, enquanto a desfosforilagao desses 
sitios por uma fosfatase conhecida como Cdc25 aumenta a atividade das Cdks (Figura 
17-13). Veremos posteriormente que esse mecanismo regulador e particularmente im- 
portante no controle da atividade das M-Cdks no inicio da mitose. 

A ligagao de protemas inibidoras Cdk (CKIs) inativam complexos ciclina-Cdk. A 
estrutura tridimensional de um complexo de ciclina-Cdk- CKI revela que a ligagao de CKI 
estimula um grande rearranjo na estrutura do sitio ativo da Cdkl, tornando-o inativo 
(Figura 17-14). As celulas usam as CKIs primordialmente para auxilia-las na regulagao 
das atividades de G^S-Cdks e S-Cdks no inicio do ciclo celular. 

Proteolise regulada desencadeia a transigao metafase-anafase 

Enquanto a ativagao de complexos especificos ciclina-Cdk controla a progressao atraves 
do Inicio e transigoes G 2 /M (ver Figura 17-11), a progressao atraves da transigao me¬ 
tafase-anafase e desencadeada nao pela fosforilagao proteica, mas pela degradagao de 
protemas, levando a estagios finais da divisao celular. 

O principal regulador da transigao entre metafase e anafase e o complexo pro¬ 
motor da anafase, ou ciclossomo (APC/C), um membro da familia enzimatica de ubi- 
quitinas-ligase. Como discutido no Capitulo 3, essas enzimas sao usadas em numerosos 
processos celulares para estimular a degradagao proteolitica de protemas reguladoras 
especificas. Elas poliubiquitinam protemas-alvo especificas, resultando na sua degrada¬ 
gao em proteassomos. Outras ubiquitinas-ligase marcam protemas para outros proposi- 
tos que nao a degradagao (discutido no Capitulo 3). 
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Figura 17-14 Inibigao de um complexo de ciclina-Cdk por uma CKI. Esta ilustragao e baseada em uma es- 

trutura tridimensional de um complexo ciclina A-Cdk2 humana ligado a CKI p27, determinado por cristalografia 
de difragao de raios X. A proteina p27 se liga a ambas, ciclina e Cdk, no complexo, deformando o sftio ativo de 
Cdk. Ela tambem se insere no sftio de ligagao a ATP, inibindo ainda mais a atividade da enzima. 

O APC/C catalisa a ubiquitinagao e a destruigao de dois tipos principais de protei- 
nas. A primeira e a securina, que protege as ligagoes proteicas que mantem os pares de 
cromatides-irmas unidos no inicio da mitose. A destruigao de securinas na metafase ativa 
a protease que separa as cromatides-irmas e desencadeia a anafase, como descrito mais 
tarde. As S-ciclinas e as M-ciclinas sao os segundos principais alvos do APC/C. A destrui¬ 
gao dessas ciclinas inativa a maioria das Cdks da celula (ver Figura 17-11). O resultado e 
que muitas proteinas fosforiladas por Cdks da fase S ao inicio da mitose sao desfosfori- 
ladas por varias fosfatases na celula em anafase. Essa desfosforilagao de alvos das Cdks e 
necessaria para a conclusao da fase M, incluindo as etapas finais da mitose e citocinese. 
Seguindo sua ativagao na metade da mitose, APC/C permanece ativa em G x para fornecer 
um periodo estavel de Cdk inativa. Quando G^S-Cdk e ativada em G x tardio, APC/C e ina- 
tivado, permitindo, desse modo, um acumulo da ciclina no proximo ciclo celular. 

O sistema de controle do ciclo celular tambem utiliza outra ubiquitina-ligase cha- 
mada SCF (ver Figura 3-71). Ela tern varias fungoes na celula, mas seu principal papel 
no ciclo celular e ubiquitinar certas proteinas CKI em G x tardio, ajudando, portanto, o 
controle da ativagao de S-Cdks e replicagao de DNA. SCF e tambem responsavel pela 
destruigao das ciclinas G x /S na fase S inicial. 

Tanto o APC/C como a SCF sao grandes complexos de multissubunidades que 
possuem componentes em comum (Figura 3-71), mas que sao diferencialmente regula- 
dos. As modificagoes na atividade de APC/C durante o ciclo celular, inicialmente como 
resultado das trocas nas suas associagoes com uma subunidade ativadora - tanto Cdc20 
na metade da mitose ou Cdhl a partir do final da mitose atraves de G x precoce. Tais su- 
bunidades ajudam o APC/C a reconhecer suas protemas-alvo (Figura 17-15A). A ativi¬ 
dade de SCF depende das subunidades ligadas ao substrato chamadas proteinas F-box. 
Contudo, diferentemente da atividade do APC/C, a atividade da SCF e constante durante 
o ciclo celular. Em vez disso, a ubiquitinagao pela SCF e controlada por mudangas no 
estado de fosforilagao de suas protemas-alvo, uma vez que as subunidades de F-box re- 
conhecem somente proteinas especificas fosforiladas (Figura 17-15B). 

0 controle do ciclo celular tambem depende de regulagao 
transcricional 

Nos ciclos celulares simples de embrioes precoces de animais a transcrigao de genes 
nao ocorre. O controle do ciclo celular depende exclusivamente de mecanismos pos- 
-transcricionais que envolvem a regulagao de Cdks e ubiquitinas-ligase e de suas prote¬ 
mas-alvo. Contudo, nos ciclos celulares mais complexos da maioria dos tipos celulares, 
o controle transcricional proporciona um nivel adicional de regulagao importante. As 
mudangas na transcrigao dos genes de ciclinas, por exemplo, auxiliam o controle dos 
niveis de ciclinas na maioria das celulas. 

Uma variedade de metodos discutidos no Capitulo 8 tern sido usados para anali- 
sar modificagoes na expressao de todos os genes do genoma conforme a celula progride 
atraves do ciclo celular. Os resultados desses estudos sao surpreendentes. Na levedura de 
brotamento, por exemplo, cerca de 10% dos genes codificam mRNAs cujos niveis osci- 
lam durante o ciclo celular. Alguns desses genes codificam proteinas de fungao conheci- 
da no ciclo celular, mas as fungoes de muitas outras sao desconhecidas. 
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O sistema de controle do ciclo celular funciona como uma rede 
de interruptores bioqufmicos 

A Tabela 17-2 resume alguns dos principals componentes do sistema de controle do ci¬ 
clo celular. Essas protefnas estao funcionalmente ligadas, formando uma intensa rede, 
que opera de forma essencialmente autonoma e ativa uma serie de interruptores bioqui- 
micos, cada um dos quais desencadeia um evento especifico do ciclo celular. 

Quando as condigoes para a proliferagao celular sao adequadas, varios sinais 
externos e internos estimulam a ativagao de G 1 -Cdlc, que por sua vez estimula a ex- 
pressao de genes que codificam G^S-ciclinas e S-ciclinas (Figura 17-16). Entao, a 
ativagao resultante de G^S-Cdk controla a progressao atraves do Inicio da transigao. 
Por meio de mecanismos que discutiremos posteriormente, as Gj/S-Cdks desenca- 
deiam uma onda de atividade das S-Cdks, que inicia a duplicagao dos cromossomos 
na fase S e tambem contribui para alguns eventos iniciais da mitose. Entao, a ativagao 
de M-Cdk dispara a progressao atraves da transigao de G 2 /M e eventos da mitose ini- 
cial, levando ao alinhamento de pares de cromatides-irmas na placa equatorial do 
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Figura 17-15 O controle da proteolise pelo APC/C e pela SCF durante o ciclo celular. (A) 0 APC/C e 
ativado na mitose por associagao a Cdc20, que reconhece sequences especfficas de aminoacidos na M-ciclina 
e em outras protefnas-alvo. Com a ajuda de duas protefnas adicionais chamadas El e E2, APC/C liga cadeias po- 
liubiquitina a protefna-alvo. 0 alvo poliubiquitinado e, entao, reconhecido e degradado em um proteassomo. (B) 
A atividade da ubiquitina-ligase SCF depende de subunidades de ligagao ao substrato denominadas protefnas 
F-box, das quais existem muitos tipos diferentes. A fosforilagao de uma protefna-alvo, como a CKI mostrada, 
permite que o alvo seja reconhecido por uma subunidade especffica de F-box. 
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Resumo das principals proteinas reguladoras do ciclo celular 


Nome geral 

Fungoes e comentarios 

Cinases e fosfatases que modificam Cdks 

Cinase ativadora de Cdk (CAK) 

Fosforila um sftio ativador nas Cdks 

Cinase Weel 

Fosforila sftios inibidores nas Cdks; primariamente envolvida 
na supressao da atividade de Cdkl antes da mitose 

Fosfatase Cdc25 

Remove fosfatos inibidores das Cdks; tres membros da famflia 
(Cdc25A, B, C) em manmferos; primariamente envolvida no 
controle da ativagao de Cdkl no inicio da mitose 


Proteinas inibidoras de Cdk (CKIs) 


Sicl (levedura de brotamento) 

Suprime a atividade de Cdkl em G v a fosforilagao por Cdkl 
no final de G 1 aciona sua destruigao 

p27 (manmferos) 

Suprime as atividades de G/S-Cdk e S-Cdk em G,; auxilia 
a saida das celulas do ciclo celular quando se diferenciam 
terminalmente; a fosforilagao por Cdk2 aciona sua 
ubiquitinagao por SCF 

p21 (manmferos) 

Suprime as atividades de G/S-Cdk e S-Cdk apos danos ao 

DNA 

pi 6 (manmferos) 

Suprime a atividade de G r Cdk em G v frequentemente 
inativada no cancer 


Ubiquitinas-ligase e seus ativadores 


APC/C 

Catalisa a ubiquitinagao de proteinas reguladoras 
primariamente envolvidas na saida da mitose, inclusive 
securina, S-ciclinas e M-ciclinas; regulada por associagao com 
subunidades ativadoras Cdc20 ou Cdhl 

Cdc20 

Subunidade ativadora de APC/C em todas as celulas; aciona 
a ativagao inicial de APC/C na transigao entre metafase e 
anafase; estimulada pela atividade de M-Cdk 

Cdhl 

Subunidade ativadora de APC/C que mantem a atividade de 
APC/C apos a anafase e ao longo de G v inibida pela atividade 
de Cdk 

SCF 

Catalisa a ubiquitinagao de proteinas reguladoras envolvidas 
no controle de G v inclusive algumas CKIs (Sicl na levedura de 
brotamento, p27 em manmferos); a fosforilagao da proteina- 
alvo normalmente e necessaria a essa atividade 


eixo mitotico. Finalmente, APC/C, junto ao ativador Cdc20, dispara a degradagao de 
securinas e ciclinas, desencadeando a separagao de cromatides-irmas e a segregagao 
e finalizagao da mitose. Quando a mitose esta completa, multiplos mecanismos cola- 
boram na supressao da atividade das Cdks, resultando em um periodo estavel de G r 
Agora estamos prontos para discutir esses estagios do ciclo celular em maiores deta- 
lhes, comegando com a fase S. 


Ambiente 

extracelular Dano 

favoravel no DNA 



Cromossomo 

DNA nao Dano nao ligado 

replicado no DNA ao fuso 



Gi-Cdk Gi/S-Cdk -► S-Cdk -► M-Cdk -► APC/C 



Figura 17-16 Visao geral do sistema de 
controle do ciclo celular. 0 componente 
central do sistema de controle do ciclo 
celular consiste em uma serie de comple¬ 
xes de ciclina-Cdk ( amarelo ). A atividade 
de cada complexo tambem e influenciada 
porvarios mecanismos inibidores, que 
fornecem informagoes sobre o ambiente 
extracelular, danos celulares e eventos in- 
completos do ciclo celular (parte superior). 
Esses mecanismos inibitorios nao estao 
presentes em todos os tipos celulares; mui- 
tos nao estao presentes nos ciclos celulares 
iniciais do embriao, por exemplo. 
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Resumo 

O sistema de controle do ciclo celular desencadeia eventos do ciclo celular e assegura que eles 
sejam apropriados e coordenados. O sistema de controle responde a varios sinais intracelu- 
lares e extracelulares e interrompe o ciclo quando a celula falha em completar um processo 
essencial do ciclo celular ou encontra condigoes ambientais ou intracelulares desfavoraveis. 

Os componentes centrals do sistema de controle sao protemas-cinase dependentes 
de ciclina (Cdks), que dependem de subunidades de ciclina para suas atividades. As os- 
cilagoes nas atividades de diferentes complexos de ciclina-Cdk controlam varios eventos 
do ciclo celular. Dessa maneira, a ativagao de complexos de ciclina-Cdk dafase S (S-Cdk) 
inicia afase S, ao passo que a ativagao de complexos de ciclina-Cdk dafaseM(M-Cdk) de¬ 
sencadeia a mitose. Os mecanismos que controlam as atividades dos complexos de ciclina- 
-Cdk incluem afosforilagao das subunidades das Cdks , a ligagao de protemas inibidoras 
de Cdk (CKIs), a proteolise de ciclinas e mudangas na transcrigao de genes que codificam 
reguladores das Cdks. O sistema de controle do ciclo celular tambem depende decisiva- 
mente de dois complexos enzimaticos adicionais, o APC/C e as ubiquitinas-ligase SCF, que 
catalisam a ubiquitinagao e a consequente degradacao de protemas reguladoras espetifi- 
cas que controlam eventos criticos do ciclo. 

FASE S 


Os cromossomos lineares das celulas eucarioticas sao estruturas imensas e dinamicas de 
DNA e proteina, e sua duplicagao e um complexo processo que ocupa uma fragao impor- 
tante do ciclo celular. A longa molecula de DNA de cada cromossomo deve nao apenas 
ser precisamente duplicada - um feito notavel por si so -, mas o empacotamento das 
protemas que cercam cada regiao daquele DNA tambem deve ser reproduzido, assegu- 
rando que as celulas-filhas herdem todas as caracteristicas da estrutura cromossomica. 

O evento central da duplicagao do cromossomo - replicagao do DNA - cria dois pro- 
blemas para a celula. Em primeiro lugar, a replicagao deve ocorrer com extrema precisao, 
a fim de minimizar o risco de mutagoes na proxima geragao de celulas. Em segundo lugar, 
cada nucleotideo do genoma deve ser copiado uma vez, e somente uma unica vez, a fim 
de evitar os efeitos danosos da amplificagao genica. No Capitulo 5, discutimos a sofisticada 
maquinaria proteica que executa a replicagao do DNA com incrivel velocidade e precisao. 
Nesta segao, consideraremos os elegantes mecanismos pelos quais o sistema de controle do 
ciclo celular inicia o processo de replicagao e, ao mesmo tempo, impede que ele ocorra mais 
de uma vez por ciclo. 

A S-Cdk inicia a replicagao do DNA uma vez por ciclo 

A replicagao do DNA inicia nas origens de replicagao, que estao espalhadas por numero- 
sos locais em cada cromossomo. Durante a fase S, a replicagao do DNA e iniciada nessas 
origens quando a helicase de DNA desenrola a dupla-helice e as enzimas da replicagao 
de DNA se ligam as duas fitas-molde simples. Isso leva a fase de alongamento da repli¬ 
cagao, quando a maquinaria de replicagao se distancia da origem em duas forquilhas de 
replicagao (discutido no Capitulo 5). 

A fim de garantir que a duplicagao dos cromossomos ocorra somente uma vez por 
ciclo celular, a fase de iniciagao da replicagao do DNA e dividida em duas etapas distin- 
tas, que ocorrem em etapas diferentes do ciclo celular (Figura 17-17). O primeiro pas¬ 
so ocorre na mitose tardia e G x inicial, quando um par de helicases de DNA inativas se 
ligam a origem de replicagao, formando um grande complexo, chamado de complexo 
pre-replicativo ou pre-RC. Essa etapa e ocasionalmente chamada de licenciamento das 
origens de replicagao, pois a iniciagao da sintese de DNA ocorre somente em origens 
que contem um pre-RC. O segundo passo ocorre na fase S, quando helicases de DNA sao 
ativadas, resultando no desenrolamento do DNA e no inicio da sintese de DNA. Uma vez 
que a origem de replicagao tenha sido iniciada nessa via, as duas helicases se movem 
para fora da origem na forquilha de replicagao, e a origem nao pode ser reutilizada ate 
que uma nova pre-RC seja adicionada no final da mitose. O resultado e que as origens 
podem ser ativadas somente uma vez por ciclo celular. 

A Figura 17-18 ilustra alguns detalhes moleculares responsaveis pelo controle das 
duas etapas no inicio da replicagao do DNA. Um fator fundamental e um grande com- 
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Complexos pre-replicativos nas origens de replicagao 
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Figura 17-17 Controle da duplicagao 
dos cromossomos. As preparagoes para 
a replicagao de DNA comegam na mitose 
tardia e G v quando as helicases de DNA 
se ligam a multiplas proteinas na origem 
de replicagao, formando o complexo pre- 
-replicativo (pre-RC). A ativagao de S-Cdk 
leva a ativagao de helicases de DNA, que 
desenrolam o DNA nas origens para ini- 
ciar a sua replicagao. Duas forquilhas de 
replicagao partem e se afastam de cada 
origem, ate que o cromossomo inteiro seja 
duplicado. Os cromossomos duplicados 
sao, entao, segregados na fase M. A ati¬ 
vagao de S-Cdk na fase S tambem previne 
o agrupamento de novos pre-RCs em 
qualquer origem ate o seguinte G, - asse- 
gurando, dessa forma, que cada origem 
seja ativada apenas uma vez em cada ciclo 
celular. 


plexo multiproteico denominado complexo de reconhecimento da origem (ORC; do 

ingles, origin recognition complex ), que se liga as origens de replicagao no decorrer do 
ciclo celular. Na mitose tardia e em G x precoce, as proteinas Cdc6 e Cdtl colaboram com 
ORC para ligar as helicases inativas ao DNA, perto da origem. O grande complexo resul- 
tante e o pre-RC, estando, entao, a origem pronta para a replicagao. 

No inicio da fase S, S-Cdk desencadeia a ativagao da origem pela fosforilagao espe- 
cifica de proteinas iniciadoras, as quais promovem a formagao de um grande complexo 
proteico que ativa a helicase de DNA e recruta a maquinaria para smtese de DNA. Outra 
protema-cinase chamada DDK tambem e ativada na fase S e ajuda a desencadear a ati¬ 
vagao da origem pela fosforilagao especifica de subunidades da helicase de DNA. 

Ao mesmo tempo que S-Cdk inicia a replicagao de DNA, muitos mecanismos pre- 
vinem a ligagao de novas pre-RCs. S-Cdk fosforila e dessa forma inibe proteinas ORC e 
Cdc6. A inativagao do APC/C no final de G 1 tambem ajuda a evitar a formagao do pre- 
-RC. Na mitose tardia e G x precoce, APC/C desencadeia a degradagao de um inibidor 
Cdtl chamado geminina, permitindo, assim, que Cdtl se torne ativa. Quando APC/C e 
inativada em G x tardia, ocorre o acumulo de geminina e a inibigao de Cdtl que nao esta 
associada ao DNA. Tambem, a associagao de Cdtl com uma protema na forquilha de re¬ 
plicagao ativa, estimula a degradagao de Cdtl. Nessas varias vias, a formagao de pre-RC 
e impedida da fase S a mitose, assegurando, dessa forma, que cada origem seja ativada 
apenas uma vez por ciclo celular. Como, entao, o sistema de controle do ciclo celular se 
recompoe, permitindo a replicagao no proximo ciclo celular? No final da mitose, a ativa¬ 
gao do APC/C leva a inativagao das Cdks e a degradagao da geminina. ORC e Cdc6 sao 
desfosforiladas e Cdtl e ativada, permitindo a formagao do pre-RC para preparar a celula 
para a proxima fase S. 

A duplicagao cromossomica requer a duplicagao da estrutura da 
cromatina 

O DNA dos cromossomos e extensivamente empacotado em uma ampla variedade de 
componentes proteicos, incluindo histonas e varias proteinas reguladoras envolvidas 
no controle da expressao genica (discutido no Capitulo 4). Assim, a duplicagao de um 
cromossomo nao e simplesmente uma questao de duplicar a sequencia de DNA, mas 
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tambem requer a duplicagao dessas proteinas da cromatina e sua ligagao adequada 
ao DNA. 

A produgao de proteinas da cromatina aumenta durante a fase S, a fim de que se- 
jam fornecidas as materias-primas necessarias para empacotar o DNA recem-sintetiza- 
do. Mais do que isso: as S-Cdks estimulam um grande aumento da smtese das quatro 
subunidades de histonas que formam os octameros de histonas no nucleo de cada nu- 
cleossomo. Essas subunidades sao agrupadas em nucleossomos no DNA por fatores de 
associagao de nucleossomos, que normalmente se associam a forquilha de replicagao e 
distribuem nucleossomos para ambas as fitas do DNA a medida que emergem da ma- 
quinaria de smtese de DNA. 

O empacotamento da cromatina ajuda a controlar a expressao genica. Em algu- 
mas partes do cromossomo, a cromatina esta altamente condensada e e chamada de 
heterocromatina, enquanto em outras regioes existem estruturas mais abertas chama- 
das eucromatina (discutido no Capitulo 4). Essas diferengas na estrutura da cromatina 
dependem de uma variedade de mecanismos, incluindo modificagoes de caudas de his- 
tona e a presenga de proteinas nao histonas. Visto que essas diferengas sao importantes 
na regulagao genica, e crucial que a estrutura da cromatina, como o DNA dentro dela, 
seja reproduzida de forma exata durante a fase S. Contudo, ainda nao se compreende 


Figura 17-18 Controle da iniciagao 
da replicagao do DNA. A origem de 
replicagao esta ligada a ORC durante o 
ciclo celular. No infcio da fase G 1# Cdc6 se 
associa a ORC e essas proteinas ligam a 
helicase de DNA, a qual contem seis subu¬ 
nidades fortemente relacionadas, chama- 
das proteinas Mem. A helicase tambem se 
associa com uma proteina chamada Cdtl. 
Usando a energia resultante da hidrolise 
de ATP, as proteinas ORC e Cdc6 se ligam 
a duas copias de helicase de DNA, na sua 
forma inativa, ao redor do DNA proximo 
a origem, formando, assim, um complexo 
pre-replicativo (pre-RC). Durante a fase 
S, S-Cdk estimula a associagao de muitas 
proteinas iniciadoras em cada helicase de 
DNA, enquanto outra proteina-cinase, 
DDK, fosforila subunidades de helicase. 
Como resultado, as helicases de DNA sao 
ativadas e desenrolam o DNA. A DNA 
polimerase e outras proteinas de repli¬ 
cagao sao recrutadas para a origem e a 
replicagao do DNA inicia. A proteina ORC 
e dissociada pela maquinaria de replicagao 
e, entao, religa-se. S-Cdk e outros meca¬ 
nismos tambem inativam os componentes 
de pre-RC, ORC, Cdc6 e Cdtl, prevenin- 
do, dessa maneira, a formagao de novos 
pre-RC nas origens ate o final da mitose 
(ver texto). 
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Figura 17-19 Coesina. A coesina e um 
complexo proteico com quatro subuni- 
dades. (A) Duas subunidades, Smcl e 
Smc3 sao proteinas super-helice com um 
domfnio ATPase em uma extremidade; 

(B) duas subunidades adicionais, Seel e 
Scc3 se conectam a cabega do domfnio da 
ATPase, formando uma estrutura em anel 
que pode circundar as cromatides-irmas, 
como mostrado em (C). Os domfnios de 
ATPase sao necessarios para a ligagao da 
coesina ao DNA. 


bem como a estrutura da cromatina e duplicada. Durante a smtese de DNA, enzimas de 
modificagao de histonas e varias proteinas nao histonas provavelmente se ligam as duas 
novas fitas de DNA a medida que emergem da forquilha de replicagao, e acredita-se que 
tais proteinas reproduzam a estrutura local da cromatina do cromossomo parental (ver 
Figura 4-45). 

As coesinas mantem as cromatides-irmas unidas 

No final da fase S, cada cromossomo replicado consiste em um par de cromatides-irmas 
identicas, ligadas uma a outra ao longo de sua extensao. Essa coesao de cromatides-irmas 
monta o palco para uma mitose bem-sucedida, pois facilita bastante a ligagao das duas 
cromatides-irmas a polos opostos do fuso mitotico. Imagine o quao dificil seria alcangar 
essa conexao bipolar se as cromatides-irmas se separassem independentemente depois 
da fase S. Alem disso, defeitos na coesao de cromatides-irmas - em leveduras mutantes, 
por exemplo - causam inevitavelmente grandes erros na segregagao dos cromossomos. 

A coesao de cromatides-irmas depende de um grande complexo de proteinas cha- 
mado coesina, que se liga a diversos locais ao longo do comprimento de cada cromati- 
de-irma assim que o DNA e replicado na fase S. Duas das subunidades da coesina sao 
membros de uma grande familia de proteinas chamada proteinas SMC (Manutengao Es- 
trutural de Cromossomos; do ingles, Structural Maintenance of Chromosomes). A coesi¬ 
na forma gigantescas estruturas similares a aneis, e tem-se proposto que elas circundam 
as duas cromatides-irmas (Figura 17-19). 

A coesao de cromatides-irmas tambem resulta, ao menos em parte, do encadea- 
mento de DNA, o entrelagamento de moleculas de DNA irmas que ocorre quando duas 
forquilhas de replicagao se encontram durante a smtese de DNA. A enzima topoisome- 
rase II gradativamente desembaraga as moleculas-irmas de DNA concatenadas entre a 
fase S e o imcio da mitose, cortando uma molecula de DNA, passando a outra atraves 
da quebra, e entao resselando o DNA cortado (ver Figura 5-22). Uma vez removido o 
encadeamento, a coesao de cromatides-irmas depende primariamente dos complexos 
de coesina. A subita e sincronizada perda da coesao das irmas na transigao metafase- 
-anafase, portanto, depende inicialmente da disrupgao desses complexos, como descre- 
veremos mais tarde. 

Resumo 

A duplicagao dos cromossomos nafase S envolve a replicagao exata de toda a molecula 
de DNA em cada cromossomo, assim como a duplicagao das proteinas da cromatina que 
se associam ao DNA e controlam varios aspectos da fungao dos cromossomos. A dupli- 
cagao dos cromossomos e desencadeada pela ativagao da S-Cdlc, que ativa as proteinas 
que desenrolam o DNA e iniciam sua replicagao em origens de replicagao. Uma vez ati- 
vada uma origem de replicagao, a S-Cdk tambem inibe proteinas necessarias para que 
a origem inicie novamente a replicagao do DNA. Assim, cada origem de replicagao e 
ativada uma vez e somente uma vez em cada fase S, nao podendo ser reutilizada ate o 
proximo ciclo celular. 
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MITOSE 

Seguindo a conclusao da fase Sea transigao atraves de G 2 , a celula sofre uma grande 
perturbagao da fase M. O imcio da mitose, durante a qual as cromatides-irmas sao se- 
paradas e distribuidas (segregadas) para o par de micleos-filhos identicos, cada um com 
sua propria copia do genoma. A mitose e tradicionalmente dividida em cinco etapas - 
profase, prometafase, metafase, anafase e teldfase -, inicialmente definidas com base no 
comportamento do cromossomo como visto em microscopio. Uma vez concluida a mi¬ 
tose, o segundo principal evento da fase M - citocinese - divide a celula em duas meta- 
des, cada uma com um nucleo identico. O Painel 17-1 resume os principais eventos da 
fase M (Animagoes 17.2,17.3,17.4 e 17.5). 

De um ponto de vista de regulagao, a mitose pode ser dividida em duas partes 
principais, cada uma influenciada por componentes distintos do sistema de controle do 
ciclo celular. Primeiro, um aumento abrupto na atividade de M-Cdlcna transigao G 2 /M 
desencadeia eventos no imcio da mitose (profase, prometafase e metafase). Durante 
esse periodo, a M-Cdk e varias outras cinases mitoticas fosforilam uma serie de protei- 
nas, levando a formagao do fuso mitotico e a ligagao deste aos pares de cromatides-ir¬ 
mas. A segunda parte principal da mitose comega na transigao entre metafase e anafase, 
quando o APC/C provoca a degradagao da securina, liberando uma protease que cliva a 
coesina e, com isso, inicia a separagao das cromatides-irmas. O APC/C tambem promove 
a degradagao de ciclinas, levando a inativagao das Cdks e a desfosforilagao de alvos das 
Cdks, o que e necessario a todos os eventos do final da fase M, inclusive a conclusao da 
anafase, a dissociagao do fuso mitotico e a divisao da celula por citocinese. 

Nesta segao, descreveremos os principais eventos mecanicos da mitose e como a 
M-Cdk e o APC/C os orquestram. 

A M-Cdk promove o inicio da mitose 

Uma das caracteristicas mais notaveis do controle do ciclo celular e que uma unica pro- 
tema-cinase, a M-Cdk, ocasiona todos os diversos e complexos rearranjos celulares que 
ocorrem nos estagios iniciais da mitose. A M-Cdk deve, no minimo, induzir a formagao 
do fuso mitotico e assegurar que cada cromatide-irma de um par esteja ligada ao polo 
oposto do fuso. Ela tambem desencadeia a condensagao dos cromossomos - a reorgani- 
zagao em grande escala das cromatides-irmas entrelagadas em estruturas compactas, si- 
milares a um bastao. Em celulas animais, a M-Cdk tambem promove a desintegragao do 
envelope nuclear e rearranjos do citoesqueleto de actina e do aparelho de Golgi. Acre- 
dita-se que cada um desses processos seja iniciado quando a M-Cdk fosforila protemas 
especificas envolvidas no processo, embora a maioria dessas protemas ainda nao tenha 
sido identificada. 

A M-Cdk nao atua sozinha na fosforilagao de protemas-chave envolvidas no inicio 
da mitose. Duas familias adicionais de cinases, as cinases similares a Polo e as cinases 
Aurora, tambem dao importantes contribuigoes ao controle dos eventos mitoticos ini¬ 
ciais. A cinase Pile similar a Polo, por exemplo, e necessaria a formagao normal de um 
fuso mitotico bipolar, em parte porque fosforila protemas envolvidas na separagao dos 
polos do fuso no inicio da mitose. A cinase Aurora A tambem ajuda a controlar protemas 
que promovem a formagao e a estabilidade do fuso, ao passo que a Aurora B controla a 
ligagao das cromatides-irmas ao fuso, como discutiremos a seguir. 

A desfosforilagao ativa a M-Cdk no inicio da mitose 

A ativagao da M-Cdk comega com o acumulo de M-ciclina (ciclina B em celulas de ver- 
tebrados; ver Tabela 17-1). Em ciclos celulares embrionarios, a smtese de M-ciclina e 
constante ao longo do ciclo celular, e o acumulo de M-ciclina resulta da alta estabilidade 
da protema na interfase. Contudo, na maioria dos tipos celulares, a smtese de M-ciclina 
aumenta durante G 2 e M, devido principalmente ao aumento da transcrigao do gene M- 
- ciclina. O aumento da protema M-ciclina leva a um correspondente acumulo da M-Cdk 
(o complexo de Cdkl e M-ciclina) a medida que a celula se aproxima da mitose. Embo¬ 
ra nesses complexos a Cdlc seja fosforilada em um sitio ativador pela cinase ativadora 
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de Cdk (CAK), como anteriormente discutido, a cinase Weel a mantem em um estado 
inativo, por meio de fosforilagao inibidora em dois sitios adjacentes (ver Figura 17-13). 
Assim, no momento em que a celula chega o fim de G 2 , ela content um estoque abun- 
dante de M-Cdlc, que esta preparada e pronta para agir, mas esta inibida por fosfatos que 
bloqueiam o sitio ativo da cinase. 

O que entao desencadeia a ativagao do estoque de M-Cdk? O evento crucial e a 
ativagao da protema-fosfatase Cdc25, que remove os fosfatos inibidores que restrin- 
gem a M-Cdk (Figura 17-20). Ao mesmo tempo, a atividade inibidora da cinase Weel 
e suprimida, assegurando ainda mais que a atividade da M-Cdk aumente. Os mecanis- 
mos que desencadeiam a atividade da Cdc25 no inicio da mitose nao sao bem enten- 
didos. Uma possibilidade e que as S-Cdlcs que estao ativas em G 2 e no inicio da profase 
estimulem a Cdc25. 

Curiosamente, a Cdc25 tambem pode ser ativada, ao menos em parte, pelo seu 
alvo, a M-Cdk. A M-Cdk tambem pode inibir a cinase inibidora Weel. A capacidade da 
M-Cdk de ativar seu proprio ativador (Cdc25) e inibir seu proprio inibidor (Weel) suge- 
re que a ativagao da M-Cdk na mitose envolve ciclos de retroalimentagao positiva (ver 
Figura 17-20). De acordo com esse modelo, a ativagao parcial da Cdc25 (talvez pela S- 
-Cdk) leva a ativagao parcial de uma subpopulagao de complexos de M-Cdk, que, entao, 
fosforilam mais moleculas de Cdc25 e Weel. Isso leva a uma maior ativagao da M-Cdk, e 
assim por diante. Tal mecanismo rapidamente promoveria a ativagao de todos os com¬ 
plexos de M-Cdk na celula. Como anteriormente mencionado, interruptores molecula- 
res semelhantes operam em varios pontos do ciclo celular, a fim de promover a transigao 
abrupta e completa de um estado do ciclo celular ao proximo. 

A condensina ajuda a configurar os cromossomos duplicados 
para a separagao 

Ao fim da fase S, as moleculas de DNA extremamente longas das cromatides-irmas es¬ 
tao emaranhadas em uma massa de DNA parcialmente concatenado e protemas. Nesse 
estado, qualquer tentativa de separar bruscamente as irmas levaria, indubitavelmen- 
te, a quebras nos cromossomos. Para evitar esse desastre, a celula dedica uma grande 
quantidade de energia no inicio da mitose a fim de gradativamente reorganizar as cro¬ 
matides-irmas em estruturas relativamente curtas e distintas, que podem ser separadas 
mais facilmente na anafase. Essas mudangas cromossomicas envolvem dois processos: 
a condensagao dos cromossomos, na qual as cromatides sao dramaticamente compac- 
tadas; e a resolugao das cromatides-irmas , por meio da qual as duas irmas sao separa¬ 
das em unidades distintas (Figura 17-21). A resolugao e o resultado da separagao das 
cromatides-irmas, acompanhado pela remogao parcial de moleculas de coesina ao lon- 
go dos bragos cromossomicos. Como resultado, quando a celula atinge a metafase, as 
cromatides-irmas aparecem no microscopio como estruturas compactas, semelhantes a 
um bastao e que estao fortemente unidas em suas regioes centromericas e apenas frou- 
xamente ao longo dos bragos. 


Figura 17-20 A ativagao da M-Cdk. A 

Cdkl se associa a M-ciclina conforme 
os niveis de M-ciclina gradativamente se 
elevam. 0 complexo de M-Cdk resultante 
e fosforilado em um sitio ativador pela 
cinase ativadora de Cdk (CAK) e em um 
par de sitios inibidores pela cinase Weel. 
0 complexo M-Cdk inativo resultante e, 
entao, ativado ao fim de G 2 pela fosfatase 
Cdc25. A Cdc25 e ainda mais estimulada 
pela M-Cdk ativa, resultando em retroali¬ 
mentagao positiva. A retroalimentagao e 
aumentada pela capacidade da M-Cdk de 
inibir Weel. 
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Figura 17-21 O cromossomo mitotico. 

Micrografia eletronica de varredura de um 
cromossomo mitotico humano, consistin- 
do em duas cromatides-irmas unidas ao 
longo de sua extensao. As regioes com- 
primidas sao os centromeros. (Cortesia de 
Terry D. Allen.) 











1 PROFASE 


Centrossomo 



Cromossomos replicados condensados, compostos por 
duas cromatides-irmas mantidas unidas ao longo do 
seu comprimento 


Na profase, os cromossomos 
replicados, cada urn deles 
composto por duas 
cromatides-irmas 
condensadas. Fora do 
nucleo, a forma^ao do fuso 
mitotico entre dois 
centrossomos que se 
replicaram e se separam. 

Para simplificar, apenas tres 
cromossomos sao mostrados. 
Em celulas diploides, haveria 
duas copias de cada 
cromossomo presente. Na 
micrografia de fluorescencia, 
os cromossomos sao corados 
com laranja e microtubulos 
com verde. 



2 PROMETAFASE 



Fragmentos do 
envelope nuclear 


A prometafase inicia de 
forma abrupta com a 
fragmenta^ao do envelope 
nuclear. Os cromossomos 
podem, entao, ligarem-se 
aos microtubulos do fuso 
via seus cinetocoros e 
entrar em movimento 
ativo. 


Cromossomo em movimento ativo 



3 metAfase 

Cromossomo no 



Na metafase, os 

cromossomos sao alinhados 
na placa equatorial do 
fuso, entre os polos do 
fuso. Os microtubulos do 
cinetocoro ligam-se as 
cromatides-irmas em polos 
opostos ao fuso. 
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4 ANAFASE 


Cromossomos-filhos 



Na anafase, as 

cromatides-irmas separam-se 
de forma sincronizada para 
formar dois 

cromossomos-filhos, e cada 
urn e puxado lentamente 
em diregao ao polo do fuso. 
Os microtubulos do 
cinetocoro ficam menores e 
os polos do fuso tambem se 
afastam; ambos os processos 
contribuem para a 
segrega^ao cromossomica. 






TELOFASE 


Conjunto de cromossomos-filhos 
no polo do fuso 

Anel contratil 
” comegando a 
se contra ir 


Durante a telofase, os dois 
conjuntos de 

cromossomos-filhos chegam 
aos polos do fuso e 
descondensam. Um novo 
envelope nuclear se forma 
ao redor de cada conjunto, 
completando a forma^ao de 
dois nucleos e marcando o 
fim da mitose. A divisao do 
citoplasma come^a com a 
contra^ao do anel contratil. 


Microtubulos 

interpolares 


Centrossomo 

' Formagao do envelope 
nuclear ao redor de cromossomos 
individuals 


6 CITOCINESE 



Durante a citocinese, o 
citoplasma e dividido em 
dois por um anel contratil 
de actina e filamentos de 
miosina, que comprime a 
celula em duas partes para 
criar duas celulas-filhas, cada 
uma com um nucleo. 


Reformagao da matriz de 
interfase de microtubulos 
nucleados por centrossomo 


MMpL iM 




(Micrografias cortesia de Julie Canman e Ted Salmon.) 
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Dominio ATPase 



Figura 17-22 Condensina. (A) A condensina e um complexo 
proteico de cinco subunidades que se assemelha a coesina (ver 
Figura 17-19). Os domfnios da cabega de ATPase de suas duas 
subunidades principals, Smc2 e Smc4, sao unidos por tres subuni¬ 
dades adicionais. (B) Nao esta claro como a condensina catalisa a 
restruturagao e compactagao do DNA do cromossomo, mas ela po- 
deria formar uma estrutura em anel que circunda as algas de DNA 
de cada cromatide-irma. 


A condensagao e a resolugao das cromatides-irmas dependem, ao menos em parte, 
de um complexo proteico de cinco subunidades chamado de condensina. A estrutura da 
condensina e relacionada aquela do complexo de coesina que mantem as cromatides-ir¬ 
mas unidas (ver Figura 17-19). Ela contem duas subunidades de SMC, semelhantes as da 
coesina, mais tres subunidades de nao SMC (Figura 17-22). A condensina pode formar 
uma estrutura similar a um anel que, de alguma forma, usa a energia fornecida pela hi- 
drolise de ATP para promover a compactagao e a resolugao das cromatides-irmas. A con¬ 
densina e capaz de modificar o enrolamento de moleculas de DNA em um tubo de ensaio, 
e acredita-se que essa atividade de enrolamento seja importante a condensagao dos cro- 
mossomos durante a mitose. Curiosamente, a fosforilagao de subunidades da condensina 
pela M-Cdk estimula essa atividade de enrolamento, propiciando um mecanismo pelo 
qual a M-Cdk pode promover a reestruturagao dos cromossomos no inicio da mitose. 

O fuso mitotico e uma maquina com base em microtubulos 

Em todos os eucariotos, o evento central da mitose - a segregagao dos cromossomos - 
depende de uma maquina complexa e bela denominada fuso mitotico (ver Painel 17-1). 
O fuso e um arranjo bipolar de microtubulos, que separa as cromatides-irmas na anafa- 
se, segregando, com isso, os dois conjuntos de cromossomos a extremidades opostas da 
celula, onde eles sao empacotados em dois micleos-filhos (Animagao 17.6). A M-Cdk 
promove a formagao do fuso no inicio da mitose, em paralelo a reestruturagao dos cro¬ 
mossomos recem-descrita. Antes de considerarmos como o fuso e formado e como seus 
microtubulos se ligam as cromatides-irmas, revisaremos brevemente as caracteristicas 
basicas da estrutura do fuso. 

O nucleo do fuso mitotico e um arranjo bipolar de microtubulos, no qual as extre¬ 
midades menos (—) estao orientadas aos dois polos do fuso, e as extremidades mais (+) 
se irradiam para fora dos polos (Figura 17-23). As extremidades mais (+) de alguns mi¬ 
crotubulos - chamados microtubulos interpolares - sobrepoem-se com as extremidades 
mais (+) de microtubulos de outro polo, resultando em uma rede antiparalela na regiao 
media do fuso. As extremidades mais (+) de outros microtubulos - os microtubulos do 
cinetocoro - sao ligadas aos pares de cromatides-irmas em grandes estruturas proteicas 
chamadas de cinetocoros, que estao localizados no centrdmero de cada cromatide-irma. 
Por fim, muitos fusos tambem contem microtubulos astrais que se irradiam a partir dos 
polos e contatam o cortex da celula, ajudando no posicionamento do fuso na celula. 

Na maioria das celulas somaticas animais, cada polo do fuso e orientado em uma 
organela proteica denominada centrossomo (ver Figuras 16-47 e 16-48). Cada centros- 
somo consiste em uma matriz de material amorfo (chamada de matriz pericentriolar) 
que cerca um par de centrwlos (Figura 17-24). A matriz pericentriolar nucleia um ar¬ 
ranjo radial de microtubulos, com suas extremidades mais ( + ) de crescimento rapido 
projetando-se para fora e suas extremidades menos (—) associadas ao centrossomo. A 
matriz contem uma serie de protemas, incluindo protemas motoras dependentes de mi¬ 
crotubulos, protemas com estrutura em super-helice que ligam os motores ao centros¬ 
somo, protemas estruturais e componentes do sistema de controle do ciclo celular. Mais 
importante, ela contem complexos em anel de y-tubulina, os quais sao os componentes 
principais responsaveis pela nucleagao dos microtubulos (ver Figura 16-46). 

Algumas celulas - especialmente as celulas de plantas superiores e os ovocitos de 
muitos vertebrados - nao possuem centrossomos, e protemas motoras dependentes de 
microtubulos e outras protemas associadas as extremidades menos (-) dos microtubu¬ 
los organizam e orientam os polos do fuso. 
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Figura 17-23 O fuso na metafase mito- 
tica em celula animal. As extremidades 
mais (+) dos microtubulos se projetam do 
polo do fuso, enquanto as extremidades 
menos (-) estao ancoradas aos polos do 
fuso, as quais, neste exemplo, estao orga- 
nizadas por centrossomos. Os microtubu¬ 
los do cinetocoro conectam os polos do 
fuso aos cinetocoros das cromatides-irmas, 
enquanto os microtubulos interpolares 
dos dois polos se interdigitam na placa 
equatorial do fuso. Os microtubulos astrais 
irradiam-se dos polos para o citoplasma. 


Microtubulos astrais Microtubulos do cinetocoro Microtubulos interpolares 


As proteinas motoras dependentes de microtubulos controlam a 
formagao e a fungao do fuso 

A fungao do fuso mitotico depende de um grande numero de proteinas motoras depen¬ 
dentes de microtubulos. Como discutido no Capitulo 16, essas proteinas pertencem a 
duas familias - as proteinas relacionadas a cinesina, que normalmente se movem em di¬ 
regao a extremidade mais (+) dos microtubulos, e as dinemas, que se movem em diregao 
a extremidade menos (—). No fuso mitotico, essas proteinas motoras geralmente operam 
nas extremidades dos microtubulos ou perto delas. Quatro principais tipos de proteinas 
motoras - cinesina-5, cinesina-1,4, cinesina-4/10 e dinema - sao particularmente impor- 
tantes para a formagao e fungao do fuso (Figura 17-25). 

As proteinas cinesina-5 contem dois dommios motores que interagem com as ex¬ 
tremidades mais (+) de microtubulos antiparalelos na zona media do fuso. Como os dois 
dommios motores se movem em diregao as extremidades mais (+) dos microtubulos, eles 
fazem os dois microtubulos antiparalelos, ao passarem um sobre o outro, deslizarem em 
diregao aos fusos mitoticos, forgando o afastamento dos polos. As proteinas cinesina-14, 
ao contrario, sao motores orientados para extremidades menos (-) com um unico domi- 
nio motor e outros dommios que podem interagir com um microtubulo adjacente. Elas 
podem formar ligagoes cruzadas com microtubulos interpolares antiparalelos na zona 
media do fuso e tendem a tracionar os polos conjuntamente. As proteinas cinesina-4 e 
cinesina-10, tambem chamadas de cromocinesinas, sao motores orientados para a extre¬ 
midade mais (+) que se associam aos bragos cromossomicos e afastam o cromossomo 



Figura 17-24 O centrossomo. (A) Micrografia eletronica de uma celula cultivada de mamifero na fase S, mostrando um centrossomo duplicado. Cada centros¬ 
somo contem um par de centnolos; embora os centnolos tenham se duplicado, eles permanecem juntos em um unico complexo, como mostrado na ilustragao 
da micrografia em (B). Um centrfolo de cada par de centnolos foi cortado em corte transversal, enquanto o outro foi cortado em corte longitudinal, indicando 
que os dois membros de cada par estao alinhados em angulos retos um ao outro. As duas metades do centrossomo replicado, cada uma composta por um par 
de centnolos cercado por matriz pericentriolar, irao se dividir e migrar em separado a fim de iniciar a formagao dos dois polos do fuso mitotico quando a celula 
entra na fase M. (A, de M. McGill, D.P. Highfield, T.M. Monahan, e B.R. Brinkley, J. Ultrastruct. Res. 57:43-53, 1976. Com permissao de Academic Press.) 
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Figura 17-25 Principals proteinas 
motoras do fuso. Quatro classes princi¬ 
pals de proteinas motoras dependentes 
de microtubulos (retangulos amarelos) 
contribuem para a formagao e para o fun- 
cionamento do fuso (ver o texto). As setas 
coloridas indicam a diregao do movimento 
da proteina motora ao longo de urn micro- 
tubulo - azul na diregao da extremidade 
menos (-) e vermelho na diregao da extre¬ 
midade mais (+). 



ligado do polo (ou o polo do cromossomo). Finalmente, dinemas sao motores orientados 
para extremidades menos (—) que, junto com proteinas associadas, organizam microtu¬ 
bulos em varios locais na celula. Elas ligam as extremidades mais (+) de microtubulos 
astrais a componentes do citoesqueleto de actina no cortex celular, por exemplo; mo- 
vendo-se em diregao a extremidade menos (-) dos microtubulos, os motores de dinema 
puxam o fuso mitotico em diregao ao cortex celular e se afastam um do outro. 

Multiplos mecanismos colaboram para a formagao do fuso 
mitotico bipolar 

O fuso mitotico deve possuir dois polos a fim de segregar os dois conjuntos de croma- 
tides-irmas a polos opostos da celula em anafase. Em muitas celulas animais, varios 
mecanismos asseguram a bipolaridade do fuso. Um deles depende de centrossomos. 
Uma celula animal tipica entra em mitose com um par de centrossomos, cada um dos 
quais nucleia um arranjo radial de microtubulos. Os dois centrossomos sustentam polos 
de fusos pre-formados que facilitam grandemente a formagao do fuso bipolar. O outro 
mecanismo depende da habilidade de cromossomos mitoticos em nuclear e estabilizar 
microtubulos e na habilidade de proteinas motoras de organizar microtubulos em uma 
rede bipolar. Esses mecanismos de "auto-organizagao” podem produzir um fuso bipolar 
mesmo em celulas sem centrossomos. 

Agora descreveremos as etapas de formagao do fuso, comegando com a formagao 
dependente de centrossomos no inicio da mitose. Consideramos, entao, os mecanismos 
de auto-organizagao que nao requerem centrossomos e que sao particularmente impor- 
tantes apos a fragmentagao do envelope nuclear. 

A duplicagao do centrossomo ocorre no inicio do ciclo celular 

A maioria das celulas animais contem um unico centrossomo que nucleia a maioria 
dos microtubulos citoplasmaticos da celula. O centrossomo se duplica quando a ce¬ 
lula entra no ciclo celular, de forma que no momento em que a celula atinge a mitose 
existem dois centrossomos. A duplicagao dos centrossomos comega aproximadamente 
ao mesmo tempo em que a celula entra em fase S. Gj/S-Cdk (um complexo de ciclina 
E e Cdk2 em celulas animais; ver Tabela 17-1) que desencadeia o inicio do ciclo celu¬ 
lar, tambem inicia a duplicagao dos centrossomos. Os dois centriolos do centrosso¬ 
mo se separam, e cada um nucleia a formagao de um unico centriolo novo, resultando 
em dois pares de centriolos dentro de uma matriz pericentriolar expandida (Figura 
17-26). Esse par de centrossomos permanece unido em um lado do nucleo ate a celula 
entrar em mitose. 

Existem paralelos interessantes entre a duplicagao do centrossomo e a duplicagao 
dos cromossomos. Ambas usam um mecanismo semiconservativo de duplicagao, no 
qual as duas metades se separam e servem de molde a construgao de uma nova metade. 
Os centrossomos, como os cromossomos, devem se replicar uma e somente uma vez por 
ciclo celular, a fim de garantir que a celula entre em mitose com somente duas copias: 
um numero incorreto de centrossomos poderia levar a defeitos na formagao do fuso e, 
como consequencia, a erros na segregagao dos cromossomos. 
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Os mecanismos que limitam a duplicagao do centrossomo a uma vez por ciclo 
celular sao incertos. Em muitos tipos celulares, a inibigao experimental da smtese de 
DNA bloqueia a duplicagao do centrossomo, estabelecendo um mecanismo pelo qual 
o numero de centrossomos e mantido sob controle. Contudo, outros tipos celulares, in- 
cluindo aqueles de embrioes jovens de moscas, ourigos-do-mar e ras, nao contem tal 
mecanismo, e a duplicagao do centrossomo continua se a duplicagao dos cromossomos 
for bloqueada. Nao se sabe como tais celulas limitam a duplicagao do centrossomo a 
uma vez por ciclo celular. 


Figura 17-26 Replicagao de centriolos. 

0 centrossomo consiste em um par de 
centriolos e matriz pericentriolar associa- 
da (verde). Em um certo ponto emG„ 
os dois centriolos do par se separam em 
alguns micrometros. Durante a fase S, um 
centiiolo-filho comega a crescer proximo 
a base de cada centriolo parental e em 
angulo reto a ele. 0 alongamento do 
centrfolo-filho normalmente e completado 
em G 2 . Os dois pares de centriolos per- 
manecem juntos em um unico complexo 
centrossomico ate o infcio da fase M, 
quando o complexo se divide em dois, e 
dois centrossomos-filhos comegam a se 
separar. Agora, cada centrossomo nucleia 
sua propria matriz radial de microtubulos 
(chamada de aster), principalmente a par- 
tir do centriolo parental. 


A M-Cdk inicia a formagao do fuso na profase 

A formagao do fuso comega no imcio da mitose, quando os dois centrossomos se sepa¬ 
ram ao longo do envelope nuclear, puxados por protemas motoras dinemas que ligam 
microtubulos astrais ao cortex celular (ver Figura 17-25). As extremidades mais (+) dos 
microtubulos entre os centrossomos interdigitam para formar microtubulos interpola- 
res, e protemas motoras cinesina-5 associam-se a esses microtubulos separando-os (ver 
Figura 17-25). Tambem no imcio da mitose, o numero de complexos de 7-tubulina em 
anel em cada centrossomo aumenta enormemente, ampliando assim a habilidade dos 
centrossomos em nuclear novos microtubulos, um processo denominado maturagao do 
centrossomo. 

O equilibrio de forgas opostas geradas por diferentes tipos de protemas motoras 
determina o comprimento final do fuso. Os motores de dinema e cinesina-5 geralmente 
promovem a separagao dos centrossomos e aumentam o comprimento do fuso. As pro¬ 
temas cinesina-14 fazem o oposto: elas tendem a puxar os polos para um mesmo ponto 
(ver Figura 17-25). Nao esta claro como a celula regula o equilibrio de forgas opostas 
para gerar o comprimento apropriado do fuso. 

A M-Cdk e outras cinases mitoticas sao necessarias a separagao e maturagao dos 
centrossomos. A M-Cdk e a Aurora-A fosforilam motores de cinesina-5 e nos estimulam 
a conduzir a separagao dos centrossomos. A Aurora-A e a Plk tambem fosforilam compo- 
nentes do centrossomo, promovendo, com isso, sua maturagao. 


A conclusao da formagao do fuso em celulas animais requer a 
fragmentagao do envelope nuclear 

Os centrossomos e os microtubulos das celulas animais estao localizados no citoplas- 
ma, separados dos cromossomos pela dupla barreira de membrana do envelope nuclear 
(discutido no Capitulo 12). Claramente, a ligagao das cromatides-irmas ao fuso requer a 
remogao dessa barreira. Alem disso, muitas protemas motoras e reguladores de micro¬ 
tubulos que promovem a formagao do fuso sao associadas com cromossomos dentro do 
micleo, e elas requerem a fragmentagao do envelope nuclear para desempenharem suas 
fungoes. 

A fragmentagao do envelope nuclear e um processo complexo e de multiplas eta- 
pas, que aparentemente inicia quando M-Cdk fosforila varias subunidades dos comple¬ 
xos de poros nucleares no envelope nuclear. A fosforilagao inicia a dissociagao dos com- 
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plexos de poros nucleares e sua dissociagao do envelope. A M-Cdk tambem fosforila os 
componentes da lamina nuclear, o revestimento estrutural sob o envelope. A fosforilagao 
desses componentes da lamina e de varias protemas internas do envelope nuclear leva a 
despolimerizacao da lamina nuclear e a fragmentagao das membranas do envelope em 
pequenas vesiculas. 

A instabilidade dos microtubulos aumenta muito na mitose 

A maioria das celulas animais em interfase contem um arranjo citoplasmatico de micro¬ 
tubulos que se irradia a partir de um unico centrossomo. Como discutido no Capitulo 16, 
os microtubulos desse arranjo interfasico estao em um estado de instabilidade dinamica, 
em que os microtubulos individuais estao se polimerizando ou dissociando e estocasti- 
camente alternam entre os dois estados. A alternancia entre polimerizagao e dissociagao 
e chamada de catastrofe, e a alternancia entre dissociagao e polimerizagao e denomina- 
da salvamento. Os microtubulos novos estao sendo continuamente polimerizados para 
compensar a perda daqueles que desaparecem completamente por despolimerizagao. 

A entrada na mitose sinaliza uma mudanga brusca nos microtubulos da celula. A 
matriz de interfase, onde alguns longos microtubulos irradiam a partir do centrossomo 
unico, e convertida a um maior numero de microtubulos mais curtos e mais dinamicos 
que emanam a partir de ambos os centrossomos. Durante a profase, e particularmente 
na prometafase e na anafase (ver Painel 17-1), a meia-vida dos microtubulos diminui 
dramaticamente. Esse aumento na instabilidade dos microtubulos, acoplado com o au- 
mento da capacidade dos centrossomos de nuclear microtubulos, como anteriormente 
mencionado, resulta em arranjos notavelmente densos e dinamicos de microtubulos do 
fuso que sao ideais para a ligagao de cromatides-irmas. 

Os microtubulos dinamicos sao controlados na celula por uma variedade de pro¬ 
temas reguladoras, incluindo protemas associadas a microtubulos (MAPs) que promo- 
vem a estabilidade, e fatores catastrofe que desestabilizam as extremidades mais (+) dos 
microtubulos. As modificagoes nas atividades dessas protemas reguladoras sao respon- 
saveis pelas modificagoes na dinamica dos microtubulos que ocorrem durante a mitose. 
Muitas dessas modificagoes sao resultado da fosforilagao de protemas especificas por 
M-Cdk e outras protemas cinases mitoticas. 


Os cromossomos mitoticos promovem a formagao do fuso bipolar 



Os cromossomos nao sao simples passageiros passivos no processo de formagao do fuso. 
Ao criarem um ambiente local que favorece tanto a nucleagao dos microtubulos como a 
estabilizagao dos microtubulos, eles desempenham um papel ativo na formagao do fuso. 
A influencia dos cromossomos pode ser demonstrada pelo uso de uma fina agulha de vi- 
dro que os reposiciona apos o fuso ter se formado. Para algumas celulas em metafase, se 
um unico cromossomo e arrastado para fora do alinhamento, uma massa de novos mi¬ 
crotubulos do fuso rapidamente aparece ao redor do cromossomo recem-posicionado, 
ao passo que os microtubulos do fuso na posigao anterior do cromossomo se despolime- 
rizam. Essa propriedade dos cromossomos parece depender, ao menos em parte, de um 
fator de troca de nucleotideos de guanina (GEF; do ingles, guanine-nucleotide exchange 
factor) que esta ligado a cromatina; o GEF estimula uma pequena GTPase no citosol cha¬ 
mada de Ran a ligar GTP em lugar de GDP. A Ran-GTP ativada, que tambem esta envolvi- 
da em transporte nuclear (discutido no Capitulo 12), libera protemas estabilizadoras de 
microtubulos de complexos proteicos no citosol, estimulando, assim, tanto a nucleagao 
como a estabilizagao local de microtubulos em torno dos cromossomos (Figura 17-27). 
A estabilizagao do microtubulo local tambem e promovida pela protema-cinase Aurora- 
-B, a qual se associa aos cromossomos mitoticos. 


Figura 17-27 Ativagao de GTPase Ran ao redor de cromossomos mitoticos. A proteina Ran, como outros 
membros da pequena familia GTPase (discutido no Capitulo 15), pode existir em duas conformagoes depen- 
dendo se esta ligada a GDP (estado inativo) ou GTP (estado ativo). A localizagao de Ran ativa na mitose foi de- 
terminada usando uma proteina que emite fluorescencia em um comprimento de onda especffico quando esta 
ativada por Ran-GTP Na metafase da celula humana mostrada aqui, a atividade de Ran (amarelo e vermelho) e 
mais alta ao redor dos cromossomos, entre os polos do eixo mitotico (indicada por asteriscos). (De P Kalab et al., 
Nature 440:697-701,2006. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Nucleagao 



Ligagao cruzada antiparalela 
mediada por cinesina-5 


Movimento para fora 
mediado por cinesina-4,10 


Concentragao nos polos mediada 
por dineina e cinesina-14 



Figura 17-28 Auto-organizagao do fuso por proteinas motoras. Os cromossomos mitoticos estimulam a 
ativagao local de proteinas que nucleiam e promovem a formagao de microtubulos na vizinhanga dos cromosso¬ 
mos. As proteinas motoras cinesina-5 (ver Figura 17-25) organizam esses microtubulos em feixes antiparalelos, 
enquanto as cinesinas-4 e 10 orientadas para as extremidades mais (+) ligam os microtubulos aos bragos cro- 
mossomicos e afastam as extremidades menos (-) dos cromossomos. Os motores de dineina e cinesina-14, jun- 
tamente com numerosas outras proteinas, orientam essas extremidades menos (-) em urn par de polos do fuso. 


A capacidade dos cromossomos de estabilizar e organizar microtubulos permite as 
celulas formar fusos bipolares na ausencia de centrossomos. Acredita-se que o conjunto 
do eixo acentrossomico comega com a formagao de microtubulos ao redor dos cromos¬ 
somos. Varias proteinas motoras organizam os microtubulos em um eixo bipolar, como 
ilustrado na Figura 17-28. 

As celulas que normalmente nao possuem centrossomos, como aquelas de plantas 
superiores e de varios ovocitos de animais, usam esse processo de auto-organizagao com 
base nos cromossomos para formar fusos. E tambem o processo usado para formar fusos 
em certos embrioes de animais que foram induzidos a desenvolver ovulos sem fertiliza- 
gao (i.e., partenogeneticamente); uma vez que o espermatozoide normalmente fornece o 
centrossomo quando fertiliza um ovulo, os fusos mitoticos nesses embrioes partenoge- 
neticos se desenvolvem sem centrossomos (Figura 17-29). Mesmo em celulas que nor¬ 
malmente contem centrossomos, os cromossomos ajudam a organizar os microtubulos 
do fuso e, com o auxilio de varias proteinas motoras, podem promover a formagao de um 
fuso mitotico bipolar se os centrossomos forem removidos. Embora o fuso acentrosso¬ 
mico resultante possa segregar cromossomos normalmente, ele carece de microtubulos 
astrais, que sao responsaveis pelo posicionamento do fuso em celulas animais; como 
resultado, com frequencia o fuso e mal posicionado na celula. 

Os cinetocoros ligam as cromatides-irmas ao fuso 

Apos a formagao de um arranjo bipolar de microtubulos, a segunda etapa importante 
na formagao do fuso e a sua ligagao aos pares de cromatides-irmas. Os microtubulos 
do eixo se ligam a cada cromatide no seu cinetocoro, uma estrutura proteica gigan- 
te, de multiplas camadas que e formada na regiao centromerica da cromatide (Figura 
17-30; ver tambem Capitulo 4). Na metafase, as extremidades mais (+) do cinetocoro 
dos microtubulos sao incorporadas aos sitios de ligagao a microtubulos especializados 
na regiao externa do cinetocoro, mais afastada do DNA. O cinetocoro de uma celula 
animal pode ligar de 10 a 40 microtubulos, enquanto um cinetocoro de brotamento de 
levedura pode ligar apenas um microtubulo. A fixagao de cada microtubulo depende de 
multiplas copias de um complexo proteico em forma de haste chamado de complexo 
Ndc80, que esta ancorado no cinetocoro em uma extremidade e interage com as late¬ 
rals de outro microtubulo, ligando assim o microtubulo ao cinetocoro, enquanto ainda 
permite a adigao ou remogao de subunidades de tubulina nessa extremidade (Figura 
17-31). A regulagao da polimerizagao e da despolimerizagao da extremidade mais (+) 
no cinetocoro e critica ao controle do movimento do cromossomo sobre o fuso, como 
discutiremos posteriormente. 

A fixagao do cinetocoro ao eixo ocorre por uma sequencia complexa de eventos. 
No fim da profase em celulas animais, os centrossomos do crescimento do eixo geral- 
mente permanecem em lados opostos do envelope nuclear. Assim, quando o envelope 
se fragmenta, os pares de cromatides-irmas sao bombardeados por extremidades mais 
(+) de microtubulos provenientes de duas diregoes. Porem, os cinetocoros nao conse- 
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Figura 17-29 Formagao de fuso bipolar 
sem centrossomos em embrioes parte- 
nogeneticos do inseto Sc/'ara (mosca- 
-dos-fungos). Os microtubulos estao 
corados em verde, e os cromossomos em 
vermelho. A micrografia de fluorescencia 
superior mostra um fuso normal formado 
com centrossomos em um embriao de 
Sciara fertilizado normalmente. A micro¬ 
grafia inferior mostra um fuso formado 
sem centrossomos em um embriao que 
iniciou o desenvolvimento sem fertilizagao. 
Observe que o fuso com centrossomos 
tern um aster em cada polo, ao passo que 
o fuso formado sem centrossomos nao. 

Os dois tipos de fusos sao capazes de 
segregar os cromossomos replicados. (De 
B. de Saint Phalle e W. Sullivan, J. Cell Biol. 
141:1383—1391, 1998. Com permissao de 
The Rockefeller University Press.) 
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Figura 17-30 O cinetocoro. (A) Micro- 
grafia de fluorescencia de um cromosso¬ 
mo metafasico corado com um corante 
fluorescente que se liga ao DNA e com 
autoanticorpos humanos que reagem 
com proteinas especificas do cinetocoro. 
Os dois cinetocoros, um associado a 
cada cromatide-irma, estao corados em 
vermelho. (B) llustragao de um cromos¬ 
somo metafasico mostrando suas duas 
cromatides-irmas ligadas as extremidades 
mais (+) dos microtubulos do cinetocoro. 
Cada cinetocoro forma uma placa sobre a 
superficie do centromere. (C) Micrografia 
eletronica de uma cromatide anafasica 
com microtubulos ligados a seu cineto¬ 
coro. Embora a maioria dos cinetocoros 
tenha uma estrutura trilaminar, o aqui 
mostrado (de uma alga verde) tern uma 
estrutura surpreendentemente complexa, 
com camadas adicionais. (A, cortesia de 
B.R. Brinkley; C, deJ.D. Pickett-Heaps e 
L.C. Fowke, Aust. J. Biol. Sci. 23:71-92, 
1970. Com permissao de CSIRO.) 


guem de imediato a correta fixagao do microtubulo a ambos os polos do eixo. Em vez 
disso, estudos detalhados com microscopia de luz e eletronica mostram que muitas fi- 
xagoes iniciais sao fixagoes laterals instaveis, nas quais um cinetocoro se fixa ao lado de 
um dos microtubulos, com a ajuda de uma protema motora cinesina fora do cinetocoro. 
Rapidamente, entretanto, a extremidade mais (+) do microtubulo dinamico captura o 
cinetocoro na orientagao correta (Figura 17-32). 

Outro mecanismo de fixagao tambem ocorre, particularmente na ausencia de 
centrossomos. A analise microscopica cuidadosa sugere que microtubulos pequenos 
na vizinhanga dos cromossomos tornam-se incorporados nas extremidades mais ( + ) 
do cinetocoro. A polimerizagao nessas extremidades resulta, entao, no crescimento dos 
microtubulos a partir do cinetocoro. As extremidades menos (—) desses microtubulos 
do cinetocoro sao eventualmente ligadas em sentido transversal a outras extremidades 
menos (—) e orientadas por proteinas motoras no polo do fuso (ver Figura 17-28). 

A biorientagao e obtida por tentativa e erro 

O sucesso da mitose demanda que as cromatides-irmas de um par se liguem a polos 
opostos do fuso mitotico, de forma que se movam a extremidades opostas da celula 
quando se separam na anafase. Como esse modo de ligagao, denominado biorientagao, 
e obtido? O que impede a ligagao de ambos os cinetocoros ao mesmo polo do fuso ou a 
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Figura 17-31 Locais de ligagao de microtubulos no cinetocoro. (A) Nessa micrografia eletronica de um cinetocoro de mamifero, o cromossomo esta a 
direita e as extremidades mais (+) de multiplos microtubulos estao incorporadas no exterior do cinetocoro a esquerda. (B) A tomografia eletronica (discutida no 
Capitulo 9) foi usada para construir uma imagem tridimensional de baixa resolugao no exterior do cinetocoro em (A). Varios microtubulos (em multiplas cores) 
sao incorporadas em material fibroso do cinetocoro, que pensa-se ser composto do complexo Ndc80 e outras proteinas. (C) Cada microtubulo esta ligado ao 
cinetocoro por interagoes com multiplas copias do complexo Ndc80 (azut). Esse complexo liga-se nas laterals do microtubulo perto da extremidade mais (+), 
permitindo que a polimerizagao e despolimerizagao ocorra enquanto o microtubulo permanece ligado ao cinetocoro. (A e B, de T.Y. Dong et al., Nature Cell Biol. 
9:516-522, 2007. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Profase tardia 


Prometafase precoce: ligagoes do cinetocoro lateral, Prometafase mediana: Metafase: 

bragos do cromossomo empurrados para fora ligagoes terminais biorientagao 


Figura 17-32 Ligagao do cromossomo ao eixo mitotico em celulas animais. (A) Na profase tardia de mui- 
tas celulas animais, os polos do eixo mitotico se movimentam para lados opostos do envelope nuclear, com uma 
matriz de sobreposigao de microtubulos entre eles. (B) Apos a fragmentagao do envelope nuclear, os pares de 
cromatides-irmas sao expostos a urn grande numero de extremidades mais (+) dinamicas de microtubulos que 
irradiam a partir dos polos do fuso. Em muitos casos, os cinetocoros sao inicialmente ligados as laterais desses 
microtubulos, enquanto ao mesmo tempo, os bragos dos cromossomos sao empurrados para fora a partir do 
interior do fuso, impedindo que os bragos bloqueiem o acesso aos cinetocoros dos microtubulos. (C) Por fim, 
as cromatides-irmas lateralmente ligadas, estao arranjadas em urn anel em torno do exterior do fuso. Muitos 
microtubulos estao concentrados nesse anel, de modo que o eixo e relativamente oco por dentro. (D) Extremi¬ 
dades mais (+) de microtubulos dinamicos eventualmente encontram os cinetocoros em uma orientagao final 
e sao capturadas e estabilizadas. (E) Ligagoes finais estaveis em ambos os polos resultam em biorientagao. Os 
microtubulos adicionais sao ligados ao cinetocoro, resultando em uma fibra de cinetocoro contendo de 10 a 40 
microtubulos. 


ligagao de um cinetocoro a ambos os polos do fuso? Parte da resposta e que os cineto- 
coros-irmaos sao dispostos em uma orientagao de costas um para o outro, que reduz a 
probabilidade de ambos os cinetocoros estarem voltados para o mesmo polo do fuso. 

Entretanto, ligagoes incorretas de fato ocorrem, e apurados mecanismos reguladores fo- 
ram desenvolvidos para corrigi-las. 

As ligagoes incorretas sao corrigidas por um sistema de tentativa e erro que se ba- 
seia em um principio simples: as ligagoes incorretas sao altamente instaveis e de curta 
duragao, ao passo que as ligagoes corretas sao estabilizadas em seu devido lugar. Como 
o cinetocoro detecta uma ligagao correta? A resposta parece ser a tensao (Figura 17-33). 

Quando um par de cromatides-irmas esta propriamente biorientado no fuso, os dois ci¬ 
netocoros sao puxados para diregoes opostas por forgas fortes em diregao aos polos. A 
coesao de cromatides-irmas resiste a essas forgas em diregao aos polos, criando altos nf- 
veis de tensao dentro dos cinetocoros. Quando os cromossomos estao ligados de forma 
incorreta - quando ambas as cromatides-irmas estao ligadas ao mesmo polo do fuso, por 
exemplo - a tensao e baixa, e o cinetocoro envia um sinal inibitorio que relaxa o controle 

Figura 17-33 Formas alternativas de 
ligagao do cinetocoro ao fuso dos 
polos. (A) Inicialmente, um unico micro- 
tubulo de um polo do fuso se liga a um ci¬ 
netocoro em um par de cromatides-irmas. 
Microtubulos adicionais podem, entao, 
ligar-se ao cromossomo de varias manei- 
ras. (B) Um microtubulo do mesmo polo 
do fuso pode se ligar ao outro cinetocoro- 
-irmao, ou (C) microtubulos de ambos os 
polos do fuso podem se ligar ao mesmo 
cinetocoro. Contudo, essas ligagoes incor¬ 
retas sao instaveis, de forma que um dos 
dois microtubulos tende a se dissociar. (D) 
Quando um segundo microtubulo do polo 
oposto se liga ao segundo cinetocoro, 
acredita-se que os cinetocoros-irmaos de- 
tectem a tensao atraves de seus sftios de 
ligagao a microtubulos. Isso desencadeia 
um aumento na afinidade de ligagao no 
microtubulo, estabilizado, dessa forma, a 
ligagao correta. 
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Figura 17-34 Como a tensao pode 
aumentar a fixagao do microtubulo 
ao cinetocoro. Esses diagramas ilustram 
um mecanismo especulativo pelo qual a 
biorientagao poderia aumentar a ligagao 
do microtubulo ao cinetocoro. Um unico 
cinetocoro e mostrado para maior clareza; 
o polo do fuso esta a direita. (A) Quando 
um par de cromatides-irmas nao esta liga- 
do ao fuso ou ligado a um unico polo do 
fuso, ha pouca tensao entre o exterior e 
interior dos cinetocoros. A proteina-cinase 
Aurora-B esta presa ao interior do cine¬ 
tocoro e fosforila os sftios de ligagao do 
microtubulo, incluindo o complexo Ndc80 
(< azul ), no exterior do cinetocoro, como 
mostrado, reduzindo, assim, a afinidade 
de ligagao do microtubulo. Por conseguin- 
te, os microtubulos associam e dissociam 
rapidamente, e a ligagao e instavel. (B) 
Quando a biorientagao e obtida, as forgas 
de tragao do cinetocoro em diregao ao 
polo do fuso sao repelidas por forgas de 
tragao de outro cinetocoro-irmao em dire¬ 
gao ao polo oposto, e a tensao resultante 
puxa o cinetocoro exterior para longe 
do cinetocoro interior. Como resultado, 
Aurora-B nao e capaz de chegar ao cine¬ 
tocoro exterior, e os sftios de ligagao do 
microtubulo nao sao fosforilados. A afini¬ 
dade de ligagao do microtubulo e, entao, 
aumentada, resultando na ligagao estavel 
de multiplos microtubulos a ambos os 
cinetocoros. A desfoforilagao de proteinas 
do cinetocoro exterior depende de uma 
fosfatase que nao e mostrada aqui. 


Cromatide-irma 




(A) BAIXA TENSAO (B) ALTA TENSAO 

de seu sitio de ligagao ao microtubulo, permitindo que a dissociagao ocorra. Quando a 
biorientagao ocorre, a alta tensao no cinetocoro bloqueia o sinal inibidor, fortalecendo a 
ligagao do microtubulo. Em celulas animais, a tensao nao somente aumenta a afinidade 
do sitio de ligagao, mas tambem leva a ligagao de microtubulos adicionais ao cinetocoro. 
Isso resulta na formagao de uma espessa fibra de cinetocoro , composta por multiplos 
microtubulos. 

O mecanismo de tensao-detecgao depende da proteina-cinase Aurora-B, que esta 
associada ao cinetocoro e pensa-se gerar o sinal inibitorio que reduz a forga de ligagao 
do microtubulo na ausencia de tensao. Ela fosforila varios componentes do sitio de li¬ 
gagao do microtubulo, incluindo o complexo Ndc80, diminuindo a afinidade dos sitios 
para a extremidade mais (+) do microtubulo. Quando a biorientagao ocorre, a tensao 
resultante de alguma maneira reduz a fosforilagao por Aurora-B, aumentando assim a 
afinidade do sitio de ligagao (Figura 17-34). 

Em seguida a sua ligagao aos dois polos do fuso, os cromossomos sao arrastados 
para tras e para frente, assumindo, por fim, uma posigao equidistante entre os dois polos, 
uma posigao chamada de placa metafasica. Em celulas de vertebrados, os cromossomos 
oscilam gentilmente na placa metafasica, aguardando o sinal para que as cromatides-ir¬ 
mas se separem. O sinal e produzido com um tempo previsivel de atraso, apos a ligagao 
biorientada do ultimo cromossomo. 


Multiplas forgas atuam em cromosomos no fuso 

Multiplos mecanismos geram forgas que movem os cromossomos para frente e para tras 
apos serem ligados ao fuso, e produzem a tensao que e tao importante para a estabiliza- 
gao da ligagao correta. Na anafase, forgas similares puxam cromatides separadas para 
lados opostos do fuso. As tres forgas principais do fuso sao particularmente criticas, em- 
bora sua forga e importancia varie em diferentes estagios da mitose. 

A primeira forga principal puxa o cinetocoro e sua cromatide associada ao longo 
do microtubulo do cinetocoro em diregao ao polo do fuso. Ela e produzida por proteinas 
do proprio cinetocoro. Por um mecanismo incerto, a despolimerizagao na extremidade 
mais (+) do microtubulo gera uma forga que puxa o cinetocoro em diregao aos polos. 
Essa forga traciona os cromossomos durante a prometafase e a metafase, mas e particu¬ 
larmente importante para mover as cromatides-irmas em diregao aos polos, apos elas se 
separarem na anafase. Interessantemente, essa forga em diregao aos polos gerada pelo 
cinetocoro nao requer ATP ou proteinas motoras. Isso poderia, em principio, parecer 
pouco plausivel, mas mostrou-se que cinetocoros purificados em um tubo de ensaio, 
sem ATP presente, podem permanecer ligados a microtubulos em despolimerizagao e, 
assim, mover-se. A energia que promove o movimento e armazenada no microtubulo, 
sendo liberada quando o microtubulo se despolimeriza; ela na verdade vem da hidrolise 
de GTP que ocorre apos uma subunidade de tubulina ser adicionada a extremidade de 
um microtubulo (discutido no Capitulo 16). 

Como a despolimerizagao das extremidades mais (+) orienta o cinetocoro em di¬ 
regao ao polo? Como discutido anteriormente (ver Figura 17-31C), complexos Ndc80 no 
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cinetocoro fazem multiplas ligagoes de baixa afinidade ao longo da lateral do microtu- 
bulo. Devido as ligagoes serem constantemente quebradas e refeitas em novos locals, o 
cinetocoro permanece ligado ao microtubulo mesmo quando o microtubulo despolime- 
riza. Em principio, isso poderia movimentar o cinetocoro em diregao ao polo do fuso. 

Uma segunda forga em diregao aos polos e proporcionada, em alguns tipos celula- 
res, pelo fluxo de microtubulos, de tal modo que os proprios microtubulos sao puxados 
em diregao aos polos do fuso e dissociados em suas extremidades menos (—). O meca- 
nismo subjacente a esse movimento em diregao aos polos nao e claro, embora possa 
depender de forgas geradas por protemas motoras e despolimerizagao de extremidades 
menos (-) no polo do fuso. Na metafase, a adigao de tubulina nova a extremidade mais 
(+) de um microtubulo contrabalanga a perda de tubulina na extremidade menos (-), 
de forma que o comprimento do microtubulo permanece constante, a despeito do movi¬ 
mento de microtubulos em diregao ao polo do fuso (Figura 17-35). Qualquer cinetocoro 
que esteja ligado a um microtubulo sofrendo tal fluxo experimenta uma forga em diregao 
ao polo, que contribui a geragao de tensao no cinetocoro na metafase. Juntamente com 
as forgas baseadas em cinetocoro descritas anteriormente, o fluxo tambem contribui 
para a forga em diregao aos polos que promove o deslocamento das cromatides-irmas 
apos a sua separagao na anafase. 

A terceira forga de agao dos cromossomos e a forga de ejegao polar, ou vento polar. 
Os motores de cinesina-4 e 10 orientados para a extremidade mais (+) nos bragos cro- 
mossomicos interagem com microtubulos interpolares e transportam os cromossomos 
para longe dos polos do fuso (ver Figura 17-25). Essa forga e particularmente importante 
na prometafase e metafase, quando ajuda a empurrar os bragos dos cromossomos para 
fora do fuso. Essa forga poderia tambem ajudar a alinhar os pares de cromatides-irmas 
na metafase (Figura 17-36). 

Um dos aspectos mais extraordinarios da mitose em celulas de vertebrados e o 
continuo movimento oscilatorio dos cromossomos em prometafase e metafase. Quando 
estudados por videomicroscopia em celulas pulmonares de tritao, observa-se a alter- 
nancia dos movimentos entre dois estados - um estado em diregao aos polos, quando 
os cromossomos sao puxados em diregao ao polo, e um estado em diregao oposta aos 
polos, ou neutro, quando forgas em diregao ao polo sao interrompidas e a forga de ejegao 
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Figura 17-35 Fluxo de microtubulos no fuso metafasico. (A) A fim de observar o fluxo de microtubulos, uma quantidade muito pequena de tubulina fluo- 
rescente e injetada em celulas vivas, de modo que microtubulos individuals se formam com uma proporgao muito pequena de tubulina fluorescente. Tais micro¬ 
tubulos podem ser visualizados por microscopia de fluorescencia. (B) As micrografias de fluorescencia de um fuso mitotico em uma celula epitelial pulmonar de 
tritao vivo. Os cromossomos sao coloridos de marrom e a tubulina marcada em vermelho. (C) 0 movimento de subunidades individuals pode ser acompanhado 
por videomicroscopia em diferentes intervalos de tempo. As imagens da regiao fina vertical {seta) em (B), obtidas em tempos sequenciais, mostram que subuni¬ 
dades individuals se movem em diregao aos polos em uma taxa de cerca de 0,75|jim/min, indicando que os microtubulos se deslocam em diregao aos polos. (D) 
0 comprimento dos microtubulos no fuso metafasico nao se altera de forma significativa, porque novas subunidades de tubulina sao adicionadas a extremidade 
mais (+) do microtubulo a mesma taxa que subunidades de tubulina sao removidas da extremidade menos (-). (B e C, de T.J. Mitchison e E.D. Salmon, Nat Cell 
Biol. 3:E17—21, 2001. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 17-36 Como formas opostas 
podem deslocar os cromossomos para 
a placa metafasica. (A) Evidencia de uma 
forga de ejegao polar que afasta os cro¬ 
mossomos dos polos do fuso em diregao a 
placa equatorial do fuso. Neste experimen- 
to, urn feixe de laser corta urn cromosso- 
mo em prometafase que esta ligado a urn 
unico polo por urn microtubulo do cineto- 
coro. A parte do cromossomo cortado sem 
urn cinetocoro rapidamente se afasta do 
polo, ao passo que a parte com o cineto¬ 
coro se move em diregao ao polo, refletin- 
do uma diminuigao de repulsao. (B) Mo- 
delo de como duas forgas opostas podem 
cooperar para mover os cromossomos 
para a placa metafasica. Acredita-se que 
proteinas motoras orientadas para a extre- 
midade mais (+) (cinesina-4 e cinesina-10) 
nos bragos cromossomicos interajam com 
microtubulos e gerem a forga de ejegao 
polar, que empurra os cromossomos em 
diregao ao equador do fuso (ver Figura 
17-25). Acredita-se que forgas em diregao 
aos polos geradas por despolimerizagao 
no cinetocoro, juntamente com o fluxo de 
microtubulos, puxem os cromossomos em 
diregao ao polo. 



diregao ao polo 


polar afasta os cromossomos do polo. A alternancia entre os dois estados pode depender 
do grau de tensao presente no cinetocoro. Tem-se proposto, por exemplo, que a medida 
que os cromossomos se movem em diregao ao polo do fuso, uma forga de ejegao polar 
crescente gera tensao no cinetocoro mais proximo ao polo, provocando uma alternancia 
ao estado em diregao oposta aos polos e resultando, gradativamente, no aciimulo de cro¬ 
mossomos na placa equatorial do fuso. 


O APC/C provoca a separagao da cromatide-irma e a condusao 
da mitose 

Apos M-Cdk desencadearem um complexo processo que leva a metafase, o ciclo celular 
chega ao climax com a separagao das cromatides-irmas na transigao metafase-anafase 
(Figura 17-37). Ainda que a atividade da M-Cdk monte o palco para esse evento, o com¬ 
plexo promotor da anafase (APC/C) anteriormente discutido desencadeia o processo 
que inicia a separagao das cromatides-irmas, ao ubiquitinar varias proteinas reguladoras 
mitoticas e, com isso, promovendo sua degradagao (ver Figura 17-15A). 

Durante a metafase, coesinas que mantem as cromatides-irmas unidas resistem as 
forgas em diregao aos polos que separam as cromatides-irmas. A anafase comega com 
a perda siibita da coesao de cromatides-irmas, que permite as irmas se separarem e se 
moverem a polos opostos do fuso. O APC/C inicia o processo ao marcar a protema inibi- 
dora securina para a degradagao. Antes da anafase, a securina se liga e inibe a atividade 
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Figura 17-37 Separagao de cromatides-irmas na anafase. Na transigao da metafase (A) para anafase (B), as cromatides-irmas se separam subita e sincro- 
nicamente e se movem em diregao a polos opostos do fuso mitotico - como mostrado nessas micrografias opticas de celulas do endosperma de Haemanthus 
(Ifrio) que foram coradas com anticorpos marcados com ouro contra a tubulina. (Cortesia de Andrew Bajer.) 
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Figura 17-38 O imcio da separagao das 
cromatides-irmas pelo APC/C. 

A ativagao do APC/C pela Cdc20 leva a 
ubiquitinagao e a destruigao da securina, 
que normalmente mantem a separase 
em um estado inativo. A destruigao da 
securina permite a separase clivar Seel, 
uma subunidade do complexo de coesina 
que mantem as cromatides-irmas unidas 
(ver Figura 17-19). As forgas que tracio- 
nam o fuso mitotico separam, entao, as 
cromatides-irmas. Em celulas animais, 
a fosforilagao por Cdks tambem inibe a 
separase (nao mostrado). Assim, a inati¬ 
vagao das Cdks na anafase (resultante da 
degradagao de ciclinas) tambem promove 
a ativagao da separase, ao propiciar sua 
desfosforilagao. 


de uma protease chamada de separase. A destruigao da securina, no final da metafase, 
libera a separase, que entao fica livre para clivar uma das subunidades de coesina. As 
coesinas perdem forga, e as cromatides-irmas se separam (Figura 17-38). 

Alem da securina, o APC/C tambem direciona as S-ciclinas e as M-ciclinas a des¬ 
truigao, levando a perda da maioria das atividades das Cdks na anafase. A inativagao das 
Cdks permite que fosfatases desfosforilem muitos dos substratos-alvo de Cdks na celula, 
como requerido a conclusao da mitose e da citocinese. 

Se o APC/C desencadeia a anafase, o que ativa o APC/C? Sabe-se apenas parte da 
resposta. Como mencionado anteriormente, a ativagao de APC/C requer a ligagao da 
proteina Cdc20 (ver Figura 17-15A). Ao menos dois processos regulam a Cdc20 e sua 
associagao ao APC/C. Primeiro, a smtese de Cdc20 aumenta a medida que a celula se 
aproxima da mitose, devido a um aumento da transcrigao de seu gene. Segundo, a fos¬ 
forilagao do APC/C auxilia a Cdc20 a se ligar ao APC/C, ajudando, com isso, a criar um 
complexo ativo. Entre as cinases que fosforilam e consequentemente ativam o APC/C 
esta a M-Cdk. Portanto, a M-Cdk nao somente desencadeia os eventos mitoticos iniciais 
que levam a metafase, mas tambem monta o palco para a progressao a anafase. A habili- 
dade de M-Cdk promover a atividade de Cdc20-APC/C cria um ciclo de retroalimentagao 
negativa: M-Cdk poe em movimento um processo regulador que leva a degradagao da 
ciclina e assim a sua inativagao. 

Cromossomos nao ligados bloqueiam a separagao das 
cromatides-irmas: ponto de verificagao da formagao do fuso 

As substancias que desestabilizam os microtubulos, como a colchicina ou a vimblastina 
(discutido no Capitulo 16), sequestram as celulas em mitose por horas ou mesmo por 
dias. Essa observagao levou a identificagao de um mecanismo chamado ponto de verifi¬ 
cagao da formagao do fuso, que e ativado pelo tratamento com substancias e bloqueia 
a progressao a transigao entre metafase e anafase. O mecanismo do ponto de verificagao 
assegura que a celula nao entre na anafase ate que todos os cromossomos estejam corre- 
tamente biorientados no fuso mitotico. 

O ponto de verificagao da formagao do fuso depende de um mecanismo sensor 
que monitora a forga de ligagao do microtubulo ao cinetocoro, possivelmente atraves 
da detecgao de tensao como descrito anteriormente (ver Figura 17-34). Todo cinetocoro 
que nao esta propriamente ligado ao fuso envia um sinal negativo que se difunde e im- 
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Figura 17-39 A protema Mad2 em ci- 
netocoros nao ligados. Esta micrografia 
de fluorescencia mostra uma celula de 
mamifero em prometafase, com o fuso 
mitotico em verde e as cromatides-irmas 
em azul. Urn par de cromatides-irmas esta 
ligado a urn unico polo do fuso. A mar- 
cagao colorida com anticorpos anti-Mad2 
indica que a Mad2 esta ligada ao cineto- 
coro da cromatide-irma nao ligada {ponto 
vermelho, indicado pela seta vermelha). 
Uma pequena quantidade de Mad2 se as- 
socia ao cinetocoro da cromatide-irma que 
esta ligada ao polo do fuso {ponto claro, 
indicado pela seta branca). (De J.C. Waters 
etal.,7. Cell Biol. 141:1181-1191, 1998. 
Com permissao dos autores.) 


pede a ativagao de Cdc20-APC/C atraves da celula e assim impede a transigao metafase- 
-anafase. Quando o ultimo par de cromatides-irmas esta apropriadamente biorientado, 
o bloqueio e removido permitindo que ocorra a separagao das cromatides-irmas. 

O sinal negativo do ponto de verificagao depende de varias protemas, incluindo 
Mad2, que sao recrutadas por cinetocoros nao ligados (Figura 17-39). As analises estru- 
turais detalhadas de Mad2 sugerem que cinetocoros nao ligados agem como uma enzi- 
ma que catalisa a modificagao conformacional de Mad2, de modo que Mad2 junto com 
outras protemas, pode ligar e inibir Cdc20-APC/C. 

Em celulas somaticas de mamiferos, o ponto de verificagao da formagao do fuso 
determina o momento normal da anafase. A destruigao da securina nessas celulas co- 
mega momentos apos o ultimo par de cromatides-irmas ficar biorientado no fuso, e a 
anafase comega cerca de 20 minutos mais tarde. A inibigao experimental do mecanismo 
do ponto de verificagao causa a separagao prematura das cromatides-irmas e a anafase. 
Surpreendentemente, o momento normal da anafase nao depende do ponto de verifica¬ 
gao da formagao do fuso em algumas celulas, como leveduras e as celulas de embrioes 
jovens de ras e moscas. Outros mecanismos, ainda desconhecidos, devem determinar o 
momento de imcio da anafase nessas celulas. 

Os cromossomos sao segregados na anafase A e B 

A perda repentina da coesao de cromatides-irmas no imcio da anafase leva a separagao 
das cromatides-irmas, o que possibilita que as forgas do fuso mitotico puxem as cromati- 
des a polos opostos da celula - chamada de segregagao cromossdmica. Os cromossomos 
se movem por meio de dois processos independentes e que se sobrepoem. O primeiro, 
anafase A, e o movimento inicial dos cromossomos em diregao aos polos, que e acom- 
panhado pelo encurtamento dos microtubulos do cinetocoro. O segundo, anafase B, e 
a separagao dos proprios polos do fuso, que comega apos as cromatides-irmas terem se 
separado e os cromossomos terem se distanciado (Figura 17-40). 

O movimento dos cromossomos na anafase A depende de uma combinagao das 
duas principals forgas em diregao aos polos anteriormente descritas. A primeira e a forga 
gerada pela despolimerizagao dos microtubulos no cinetocoro, que resulta na perda de 
subunidades de tubulina na extremidade mais (+) a medida que o cinetocoro se move 
em diregao ao polo. A segunda e propiciada pelo fluxo de microtubulos, que e o movi¬ 
mento dos microtubulos em diregao ao polo do fuso, onde ocorre a despolimerizagao 
da extremidade menos (—). A importancia relativa dessas duas forgas durante a anafase 
varia em diferentes tipos celulares: em celulas embrionarias, por exemplo, o movimento 
dos cromossomos depende principalmente do fluxo de microtubulos, ao passo que o 
movimento em celulas de leveduras e celulas somaticas de vertebrados resulta primaria- 
mente de forgas geradas no cinetocoro. 

A separagao do polo do fuso durante a anafase B depende de mecanismos contro- 
lados por motores, similares aqueles que separam os dois centrossomos no imcio da mi- 
tose. As protemas motoras cinesina-5 orientadas para a extremidade mais (+), que ligam 
transversalmente as extremidades mais (+) sobrepostas dos microtubulos interpolares, 
afastam os polos. Alem disso, dinemas motoras que ancoram extremidades mais (+) de 
microtubulos astrais as celulas do cortex puxam os polos opostos (ver Figura 17-25). 

Embora a separagao das cromatides-irmas inicie os movimentos cromossomi- 
cos da anafase A, outros mecanismos tambem asseguram movimentos corretos dos 
cromossomos na anafase A e o alongamento do fuso na anafase B. Mais do que isso, a 
conclusao de uma anafase normal depende da desfosforilagao de substratos das Cdks, 
que na maioria das celulas resulta da destruigao, dependente de APC/C, de ciclinas. Se 
a destruigao da M-ciclina e impedida - pela produgao de uma forma mutante que nao e 
reconhecida pelo APC/C, por exemplo - a separagao das cromatides-irmas geralmente 
ocorre, mas os movimentos cromossomicos e o comportamento dos microtubulos da 
anafase sao anormais. 

As contribuigoes relativas da anafase A e da anafase B a segregagao cromossomica 
variam muito, dependendo do tipo celular. Em celulas de mamiferos, a anafase B comega 
pouco depois da anafase A e para quando o fuso tern aproximadamente o dobro de seu 
comprimento na metafase; por outro lado, os fusos de leveduras e de certos protozoarios 
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anAfase a 


anAfase b 




usam a anafase B primariamente para separar os cromossomos em anafase, e seus fusos 
se alongam ate 15 vezes o comprimento da metafase. 

Os cromossomos segregados sao empacotados em nucleos-filhos 
na telofase 


Figura 17-40 Os dois processos de 
anafase em celulas de mamfferos. As 

cromatides-irmas separadas se movem em 
diregao aos polos na anafase A. Na anafa¬ 
se B, os dois polos dos fusos se afastam. 


No final da anafase, os cromossomos-filhos se segregaram em dois grupos iguais em ex- 
tremidades opostas da celula. Na telofase, o estagio final da mitose, os dois conjuntos de 
cromossomos sao empacotados em um par de nucleos-filhos. O primeiro evento prin¬ 
cipal da telofase e a despolimerizagao do fuso mitotico, seguida pela formagao do enve¬ 
lope nuclear. Inicialmente, fragmentos da membrana nuclear se associam a superficie 
de cromossomos individuais. Esses fragmentos de membrana se fundem para envolver 
parcialmente grupos de cromossomos, e depois coalescem para formar novamente o en¬ 
velope nuclear completo. Os complexos de poros nucleares sao incorporados ao envelo¬ 
pe, a lamina nuclear se forma novamente, e o envelope mais uma vez se torna continuo 
com o reticulo endoplasmatico. Uma vez reformado o envelope nuclear, os complexos 
de poros bombeiam as protemas nucleares para o interior, o nucleo se expande, e os 
cromossomos mitoticos sao reorganizados em seu estado interfasico, possibilitando a 
retomada da transcrigao genica. Um novo nucleo foi criado, e a mitose esta completa. 
Tudo o que resta a celula e concluir sua divisao em duas. 

Vimos anteriormente que a fosforilagao de varias protemas pela M-Cdk promo¬ 
ve a formagao do fuso, a condensagao dos cromossomos e a fragmentagao do envelope 
nuclear no inicio da mitose. Portanto, nao e surpreendente que a desfosforilagao dessas 
mesmas protemas seja necessaria a despolimerizagao e a formagao de nucleos-filhos 
na telofase. Em principio, essas desfosforilagoes e a conclusao da mitose poderiam ser 
provocadas pela inativagao de Cdlcs, pela ativagao de fosfatases, ou por ambas. Embora a 
inativagao de Cdks - resultante primariamente da degradagao de ciclinas - seja a princi¬ 
pal responsavel na maioria das celulas, algumas celulas tambem dependem da ativagao 
de fosfatases. Na levedura de brotamento, por exemplo, a conclusao da mitose depende 
da ativagao de uma fosfatase chamada de Cdcl4, que desfosforila um subconjunto de 
substratos de Cdks envolvido na anafase e na telofase. 


Resumo 

A M-Cdk desencadeia os eventos do inicio da mitose, incluindo a condensagao dos cromos¬ 
somos, a formagao do fuso mitotico e a ligagao bipolar dos pares de cromatides-irmas aos 
microtubulos do fuso. Em celulas animais, a formagao do fuso depende em grande parte 
da capacidade dos cromossomos mitoticos de estimular a nucleagao local e a estabilidade 
de microtubulos, assim como da capacidade de protemas motoras de organizar os micro- 


















996 PARTE IV Organizagao interna da celula 


tubulos em um arranjo bipolar. Muitas celulas tambem usam centrossomos parafacilitar 
aformagao do fuso. A anafase e desencadeada pelo APC/C, que estimula a degradagao 
das proteinas que mantem as cromatides-irmas unidas. 0 APC/C tambem promove a des- 
truigao de ciclinas e, assim, a inativagao da M-Cdlc. A desfosforilagao resultante de alvos 
das Cdks e necessaria aos eventos que completam a mitose, incluindo a dissociagao do fuso 
e aformagao do novo envelope nuclear 

CITOCINESE 

A etapa final do ciclo celular e a citocinese, a divisao do citoplasma. Em muitas celulas, 
a citocinese segue cada mitose, embora algumas delas, como as celulas embrionarias 
iniciais da Drosophila e alguns hepatocitos de mamiferos e celulas musculares cardia- 
cas, entram em mitose sem citocinese e, dessa forma, adquirem multiplos nucleos. Na 
maioria das celulas animais, a citocinese comega na anafase e termina pouco depois da 
conclusao da mitose na telofase. 

A primeira mudanga visivel da citocinese em uma celula animal e o aparecimento 
repentino de uma reentrancia, ou sulco de clivagem, na superficie celular. O sulco rapida- 
mente se torna mais profundo e se espalha ao redor da celula, ate dividir completamente 
a celula em duas. A estrutura subjacente a esse processo e o anel contratil - um agrupa- 
mento dinamico composto por filamentos de actina, filamentos de miosina II e muitas 
proteinas estruturais e reguladoras. Durante a anafase, o anel se forma logo abaixo da 
membrana plasmatica (Figura 17-41; ver tambem Painel 17-1). O anel gradativamente 
se contrai, e, ao mesmo tempo, a fusao de vesiculas intracelulares com a membrana plas¬ 
matica insere novo material de membrana adjacente ao anel. Essa adigao de membrana 
compensa o aumento na area de superficie que acompanha a divisao citoplasmatica. 
Quando a contragao do anel e concluida, a insergao e a fusao da membrana selam a 
lacuna entre as celulas-filhas. 

A actina e a miosina II do anel contratil geram forga para a 
citocinese 

Em celulas interfasicas, os filamentos de actina e miosina formam uma rede cortical sub¬ 
jacente a membrana plasmatica. Em algumas celulas, eles tambem formam um grande 
feixe citoplasmatico chamado de fibras de estresse (discutido no Capitulo 16). Quando as 
celulas entram na mitose, esses arranjos de actina e miosina se desestruturam; a maior 
parte da actina se reorganize e os filamentos de miosina sao liberados. Quando as cro¬ 
matides-irmas se separam na anafase, a actina e a miosina II comegam a se acumular 
no anel contratil (Figura 17-42) que esta sendo rapidamente formado, que tambem 
contem numerosas outras proteinas que propiciam um suporte estrutural ou ajudam na 
formagao do anel. A formagao do anel contratil e, em parte, resultante da polimerizagao 




Figura 17-41 Citocinese. (A) Os feixes de actina-miosina do anel contratil sao orientados como mostrado, de forma que sua contragao puxa a membrana para 
dentro. (B) Nesta micrografia eletronica de varredura de baixo aumento de um ovo de ra em clivagem, o sulco de clivagem e particularmente proeminente, uma 
vez que a celula e surpreendentemente grande. 0 enrugamento da membrana celular e causado pela atividade do anel contratil embaixo dela. (C) A superficie 
de um sulco em maior aumento. (B e C, de H.W. Beams e R.G. Kessel, Am. Sci. 64:279-290, 1976. Com permissao de Sigma Xi.) 
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local de novos filamentos de actina, a qual depende de protemas formina que nucleiam 
a formagao de arranjos paralelos de filamentos de actina lineares e nao ramificados (dis- 
cutido no Capitulo 16). Apos a anafase, os arranjos sobrepostos de filamentos de actina e 
miosina II se contraem para gerar a forga que divide o citoplasma em dois. Uma vez ini- 
ciada a contragao, o anel exerce uma forga suficientemente grande capaz de dobrar uma 
fina agulha de vidro. A medida que o anel se comprime, mantem a mesma espessura, 
sugerindo que seu volume total e o numero de filamentos que contem diminuem cons- 
tantemente. Alem disso, diferentemente da actina presente nos miisculos, os filamentos 
de actina no anel sao altamente dinamicos, e seu arranjo muda continuamente durante 
a citocinese. 

O anel contratil e inteiramente desfeito quando a clivagem termina, uma vez que a 
membrana plasmatica do sulco de clivagem se estreita para formar o corpo mediano. O 
corpo mediano subsiste como uma corrente entre as duas celulas-filhas e contem os res- 
tos do fuso central, uma grande estrutura proteica derivada dos microtubulos interpolares 
antiparalelos da zona media do fuso, firmemente empacotados em conjunto dentro de 
um material denso de matriz (Figura 17-43). Apos as celulas-filhas se separarem comple- 
tamente, alguns dos componentes do corpo mediano residual geralmente permanecem 
do lado interno da membrana plasmatica de cada celula, onde podem servir de ponto de 
referenda no cortex e ajudar a orientar o fuso na divisao celular subsequente. 

A ativagao local da RhoA desencadeia a formagao e a contragao 
do anel contratil 

A RhoA, uma pequena GTPase da superfamilia Ras (ver Tabela 15-5), controla a forma¬ 
gao e o funcionamento do anel contratil no sitio de clivagem. A RhoA e ativada no cortex 
celular no futuro sitio de divisao, onde promove a formagao de filamentos de actina, a 
associagao da miosina II e a contragao do anel. Ela estimula a formagao de filamentos 
de actina pela ativagao de forminas, e promove a associagao e as contragoes da miosina 
II pela ativagao de multiplas protemas-cinase, incluindo a cinase ativada por Rho Rock 
(Figura 17-44). Essas cinases fosforilam a cadeia leve da miosina reguladora, uma su- 
bunidade da miosina II, estimulando dessa forma a formagao do filamento bipolar da 
miosina II e atividade motora. 

Acredita-se que RhoA seja ativada pelo fator de troca de nucleotideo guanina 
(RhoGEF), que e encontrada no cortex da celula no local da divisao futura e estimula 
a liberagao de GDP e ligagao do GTP ao RhoA (ver Figura 17-44). Sabe-se pouco sobre 
como o RhoGEF esta localizado ou e ativado no sitio de divisao, embora os microtubulos 
do fuso da anafase paregam estar envolvidos, como discutiremos a seguir. 

Os microtubulos do fuso mitotico determinam o piano de divisao 
da celula animal 

O problema central da citocinese e como garantir que a divisao ocorra na hora certa e 
no lugar certo. A citocinese deve ocorrer somente apos os dois conjuntos de cromos- 


Figura 17-42 O anel contratil. (A) llus- 
tragao do sulco de clivagem em uma celula 
em divisao. (B) Uma micrografia eletronica 
da borda, crescendo para dentro, de um 
sulco de clivagem de uma celula animal 
em divisao. (C) Micrografias de fluores- 
cencia de uma ameba em divisao corada 
para actina ( vermelho) e miosina II (verde). 
Enquanto toda a miosina II visfvel se redis- 
tribuiu para o anel contratil, somente uma 
parte da actina o fez; o resto permanece 
no cortex das celulas-filhas nascentes. (B, 
de H.W. Beams e R.G. Kessel, Am. Sci. 
64:279-290, 1976. Com permissao de 
Sigma Xi; C, cortesia de Yoshio Fukui.) 
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Figura 17-43 O corpo mediano. 

(A) Uma micrografia eletronica de varre- 
dura de uma celula animal cultivada em 
divisao; o corpo mediano ainda une as 
duas celulas-filhas. (B) Uma micrografia 
eletronica convencional do corpo media¬ 
no de uma celula animal em divisao. A 
clivagem esta quase completa, porem as 
celulas-filhas permanecem ligadas por esse 
fino filamento de citoplasma, contendo 
os restos do fuso central. (A, cortesia de 
Guenter Albrecht-Buehler; B, cortesia de 
J.M. Mullins.) 


RhoA inativa 




Formina Cinases Rho-ativas 

(incluindo Rock) 
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Miosina 

fosfatase 
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Miosina reguladora 
da fosforilagao da 
cadeia-leve 


Formagao do 
filamento de actina Ativagao da miosina II 
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Formagao e contragao do 
anel de actina-miosina 


Figura 17-44 Regulagao do anel contratil 
pela GTPase RhoA. Como outra GTPase da 
famflia Rho, RhoA e ativada pela proteina Rho- 
GEF e inativada por uma proteina de ativagao 
Rho GTPase (RhoGAP). A forma ativa (ligada a 
GTP) da RhoA e orientada no futuro sftio de cli¬ 
vagem. Ao se ligar a forminas, a RhoA ativada 
promove a formagao de filamentos de actina 
no anel contratil. Ao ativar protefnas-cinase ati- 
vadas por RhoA, como a Rock, estimula a for¬ 
magao e a atividade de filamentos de miosina 
II, promovendo, assim, a contragao do anel. 



^ Microtubulos interpolares Material denso da matriz Membrana plasmatica I- 

remanescentes do fuso central 1 P- 171 


somos terem sido totalmente segregados um do outro, e o sftio de divisao deve ser po- 
sicionado entre os dois conjuntos de cromossomos-filhos, assegurando, com isso, que 
cada celula-filha receba um conjunto completo. A escolha do momento e o posicio- 
namento correto da citocinese em celulas animais ocorrem por meio de mecanismos 
que dependem do fuso mitotico. Durante a anafase, o fuso gera sinais que iniciam a 
formagao do sulco em uma posigao a meio caminho entre os polos do fuso, assegu¬ 
rando, desse modo, que a divisao ocorra entre os dois conjuntos de cromossomos se- 
parados. Como esses sinais se originam no fuso da anafase, esse mecanismo tambem 
contribui para a escolha do momento correto da citocinese no final da mitose. A citoci¬ 
nese tambem ocorre na hora correta, porque a desfosforilagao de substratos das Cdks, 
que depende da degradagao de ciclinas na metafase e na anafase, inicia a citocinese. 
Descreveremos agora esses mecanismos reguladores em maior detalhe, com enfase na 
citocinese em celulas animais. 

Os estudos com os ovulos fertilizados de invertebrados marinhos revelaram, pela 
primeira vez, a importancia dos microtubulos do fuso na determinagao da disposigao do 
anel contratil. Apos a fertilizagao, esses embrioes se dividem rapidamente, sem perfodos 
intervenientes de crescimento. Dessa maneira, o ovo original e progressivamente dividi- 
do em celulas cada vez menores. Como o citoplasma e transparente, o fuso pode ser ob- 
servado em tempo real com um microscopio. Se, no infcio da anafase, o fuso for puxado 
com forga para uma nova posigao com uma fina agulha de vidro, o sulco de clivagem in- 
cipiente desaparece, e um novo se desenvolve de acordo com o novo sftio do fuso - subs- 
tanciando a ideia de que sinais gerados pelo fuso induzem a formagao local do sulco. 

Como o fuso mitotico especifica o sftio de divisao? Tres mecanismos gerais tern 
sido propostos, e a maioria das celulas parece empregar uma combinagao desses me¬ 
canismos (Figura 17-45). O primeiro e chamado de modelo de estimulagao astral, no 
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Figura 17-45 Tres modelos atuais de 
como os microtubulos do fuso da 
anafase geram sinais que influenciam 
o posicionamento do anel contra- 

til. Nenhum modelo unico explica todas as 
observagoes, e o posicionamento do sulco 
e provavelmente determinado pela combi- 
nagao desses mecanismos, com a impor¬ 
tance de diferentes mecanismos variando 
em diferentes organismos. Ver texto para 
mais detalhes. 


qual microtubulos astrais carregam sinais indutores de sulco, que sao, de alguma forma, 
concentrados em um anel no cortex celular, a meio caminho entre os polos do fuso. As 
evidencias para esse modelo provem de experimentos engenhosos com celulas embrio- 
narias grandes, que demonstram que um sulco de clivagem se forma a meio caminho 
entre dois asteres, mesmo quando os dois centrossomos que nucleiam os asteres nao 
estao conectados um ao outro por um fuso mitotico (Figura 17-46). 

Uma segunda possibilidade, chamada de modelo de estimulagao do fuso central, 
e que a zona media do fuso, ou fuso central, gera um sinal indutor do sulco que especi- 
fica o sitio de formagao do sulco no cortex celular (ver Figura 17-45). Os microtubulos 
interpolares que se sobrepoem no fuso central se associam a numerosas protemas de 
sinalizagao, incluindo protemas que podem estimular a RhoA (Figura 17-47). Defeitos 
no funcionamento dessas protemas (p. ex., em mutantes de Drosophila) resultam no in- 
sucesso da citocinese. 

Um terceiro modelo propoe que, em alguns tipos celulares, os microtubulos astrais 
promovem o relaxamento local de feixes de actina-miosina no cortex celular. De acordo 
com esse modelo de relaxamento astral, o relaxamento cortical e minimo na placa equa¬ 
torial do fuso, promovendo, desse modo, a contragao cortical naquele sitio (ver Figura 
17-45). Nos embrioes jovens de Caenorhahditis elegans, por exemplo, tratamentos que 
resultam na perda dos microtubulos astrais levam ao aumento da atividade contratil por 
todo o cortex celular, consistente com esse modelo. 

Em alguns tipos celulares, o sitio de formagao do anel e escolhido antes da mitose. 
Em leveduras de brotamento, por exemplo, um anel de protemas chamadas de septinas 
se agrupa no final de G x no futuro sitio de divisao. Acredita-se que as septinas formem 
uma estrutura sobre a qual outros componentes do anel contratil, incluindo a miosina 
II, associam-se. Em celulas vegetais, uma faixa organizada de microtubulos e filamentos 
de actina, denominada faixa da pre-profase, forma-se pouco antes da mitose e marca o 
sitio onde a parede celular sera formada e dividira a celula em duas, como discutiremos 
a seguir. 


Cromossomos 



Centrossomo 


Perola de vidro 




Celula-ovo em divisao 


Uma perola de vidro Sulco em apenas um lado 
empurrada na celula da celula, produzindo um 
desloca o fuso ovo binucleado 




Ambos nucleos Clivagem ocorre entre ambos os centrossomos ligados por 
entram em mitose fusos mitoticos e entre os dois centrossomos que estao 
adjacentes, e quatro celulas-filhas sao formadas 


Figura 17-46 Experimento demons- 
trando a influencia da posigao dos 
asteres dos microtubulos sobre o sub- 
sequente piano de clivagem em uma 
celula-ovo grande. Se o fuso mitotico 
e mecanicamente empurrado para um 
lado da celula com uma perola de vidro, 
a formagao do sulco na membrana e in- 
completa, nao ocorrendo no lado oposto 
da celula. Clivagens subsequentes ocorrem 
nao somente na zona media de cada um 
dos dois fusos mitoticos subsequentes 
(.setas amarelas), mas tambem entre os 
dois asteres adjacentes que nao estao 
ligados por um fuso mitotico - mas que, 
nesta celula anormal, compartilham o 
mesmo citoplasma (setas vermelhas). Apa- 
rentemente, o anel contratil que produz 
o sulco de clivagem nessas celulas sempre 
se forma na regiao a meio caminho entre 
os dois asteres, sugerindo que os asteres 
de alguma maneira alteram a regiao adja- 
cente do cortex celular, a fim de induzir a 
formagao do sulco. 
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Figura 17-47 Localiza^ao de regula- 
dores da citocinese no fuso central da 
celula humana. (A) No centra esta uma 
cultura de celulas humanas no inicio da 
citocinese, mostrando as localizagoes de 
GTPase RhoA ( vermelho ) e uma proteina 
chamada Cyk4 ( verde ), que e uma das 
muitas proteinas reguladoras que formam 
complexos com as extremidades mais (+) 
sobrepostas, alem de microtubulos inter- 
polares. Acredita-se que essas proteinas 
gerem sinais que ajudam a controlar a 
atividade da RhoA no cortex celular. (B) 
Quando a mesma imagem tridimensional 
e vista em urn piano de anel contratil, 
como mostrado aqui, RhoA ( vermelho ) e 
vista como urn anel abaixo da superffcie 
celular, enquanto a proteina Cyc4 {verde) 
do fuso central esta associada com feixes 
de microtubulos espalhados por todo o 
piano equatorial da celula. (Cortesia de 
Alisa Piekny e Michael Glotzer.) 



(A) (B) 


0 fragmoplasto orienta a citocinese nas plantas superiores 

Na maioria das celulas animais, o movimento interno do sulco de clivagem depende de 
um aumento da area de superficie da membrana plasmatica. O material de membrana 
novo e adicionado a borda interna do sulco de clivagem, sendo em geral fornecido por 
pequenas vesiculas de membrana que sao transportadas em microtubulos do aparelho 
de Golgi ao sulco. 

A deposigao de membrana e particularmente importante a citocinese em celulas 
de plantas superiores. Essas celulas sao circundadas por uma parede celular semirrigida. 
Em vez de um anel contratil dividindo o citoplasma de fora para dentro, o citoplasma da 
celula vegetal e repartido de dentro para fora pela construgao de uma nova parede celu¬ 
lar, chamada de placa celular, entre os dois micleos-filhos (Figura 17-48). A formagao 
da placa celular comega no final da anafase e e orientada por uma estrutura denominada 
fragmoplasto, que content microtubulos derivados do fuso mitotico. As proteinas moto- 
ras transportam pequenas vesiculas ao longo desses microtubulos do aparelho de Golgi 
para o centra da celula. Essas vesiculas, cheias de polissacarideos e glicoprotemas neces- 
sarias a smtese da nova parede celular, fundem-se e formam uma estrutura em forma de 
disco delimitada por membrana, denominada placa celular inicial. A placa se expande 
para fora por meio da fusao de mais vesiculas, ate alcangar a membrana plasmatica e 
a parede celular original, dividindo a celula em duas. Posteriormente, microfibrilas de 
celulose sao depositadas dentro da matriz da placa celular, completando a formagao da 
nova parede celular (Figura 17-49). 



50 (JLITI 

Figura 17-48 Citocinese em uma celula vegetal em telofase. Nesta micrografia optica, a placa celular inicial 
(entre as duas setas) se formou em um piano perpendicular ao piano da pagina. Os microtubulos do fuso estao 
corados com anticorpos marcados com ouro contra a tubulina, e o DNA nos dois conjuntos de cromossomos- 
-filhos esta corado com um corante fluorescente. Observe que nao ha microtubulos astrais, pois nao existem 
centrossomos em celulas de plantas superiores. (Cortesia de Andrew Bajer.) 
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Organelas delimitadas por membrana devem ser distribufdas 
entre as celulas-filhas durante a citocinese 

O processo de mitose garante que cada celula-filha receba um complemento inteiro 
de cromossomos. Contudo, quando uma celula eucariotica se divide, cada celula-filha 
tambem deve herdar todos os outros componentes celulares essenciais, incluindo as 
organelas delimitadas por membrana. Como discutido no Capitulo 12, organelas como 
mitocondrias e cloroplastos nao podem ser formadas de novo a partir de seus compo¬ 
nentes individuais; elas podem se originar somente pelo crescimento e pela divisao de 
organelas preexistentes. Similarmente, as celulas nao podem formar um novo reticulo 
endoplasmatico (RE), a menos que uma parte dele ja esteja presente. 

Como, entao, as varias organelas delimitadas por membrana sao segregadas quan¬ 
do uma celula se divide? As organelas como mitocondrias e cloroplastos normalmente 
estao presentes em mimeros suficientemente grandes para serem herdadas sem proble- 
ma se, em media, seu numero aproximadamente dobrar a cada ciclo. O RE em celulas 
interfasicas e continuo a membrana nuclear e se encontra organizado pelo citoesqueleto 
de microtubulos. Apos a entrada na fase M, a reorganizagao dos microtubulos e a frag- 
mentagao do envelope nuclear liberam o RE. Na maioria das celulas, o RE permanece 
em grande parte intacto, sendo dividido em dois durante a citocinese. O aparelho de 
Golgi e reorganizado e fragmentado durante a mitose. Os fragmentos do aparelho de 
Golgi se associam aos polos do fuso e sao, desse modo, distribuidos a polos opostos do 
fuso, garantindo que cada celula-filha herde os materiais necessarios para reconstruir o 
aparelho na telofase. 

Algumas celulas reposicionam seu fuso para se dividirem de 
forma assimetrica 

A maioria das celulas animais se divide simetricamente: o anel contratil se forma em vol- 
ta da regiao equatorial da celula-mae, produzindo duas celulas-filhas de tamanho igual 
e com os mesmos componentes. Essa simetria resulta da disposigao do fuso mitotico, 
que na maioria dos casos tende a se centralizar no citoplasma. Os microtubulos astrais 
e as protemas motoras que empurram ou puxam esses microtubulos contribuem para o 
processo de centralizagao. 

Contudo, existem muitos exemplos no desenvolvimento, quando as celulas se di- 
videm assimetricamente para produzir duas celulas que diferem quanto ao tamanho, ao 
conteudo citoplasmatico herdado ou a ambos os aspectos. Normalmente, as duas celu- 
las-filhas diferentes sao destinadas a se desenvolverem ao longo de diferentes vias. A fim 
de criar celulas-filhas com diferentes destinos dessa maneira, a celula-mae deve primeiro 
segregar certos componentes (denominados determinantes de destino celular ) para um 


Figura 17-49 Caracteristicas especiais 
da citocinese em uma celula de planta 
superior. 0 piano de divisao e estabe- 
lecido antes da fase M por uma faixa de 
microtubulos e filamentos de actina (a 
faixa da pre-profase) no cortex celular. No 
infcio da telofase, apos os cromossomos 
terem se segregado, uma nova parede 
celular comega a ser formada dentro 
da celula na regiao equatorial do fuso 
antigo. Os microtubulos interpolares do 
fuso mitotico remanescente na telofase 
formam o fragmoplasto. As extremidades 
mais (+) desses microtubulos nao mais se 
sobrepoem, terminando no equador da 
celula. As vesiculas derivadas do aparelho 
de Golgi, cheias de material da parede 
celular, sao transportadas ao longo desses 
microtubulos e se fundem, formando uma 
nova parede celular, que cresce para fora 
ate alcangar a membrana plasmatica e a 
parede celular original. A membrana plas¬ 
matica e a membrana que cerca a nova 
parede celular se fundem, separando as 
duas celulas-filhas. 
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lado da celula e, entao, posicionar o piano de divisao de forma que a celula-filha apro- 
priada herde esses componentes (Figura 17-50). Para posicionar o piano de divisao de 
forma assimetrica, o fuso tern de ser movido de maneira controlada dentro da celula em 
divisao. Parece plausivel que mudangas nas regibes locais do cortex celular orientem tais 
movimentos do fuso, e que proteinas motoras la localizadas puxem um dos polos do fuso, 
via microtubulos astrais, para a regiao apropriada. As analises geneticas em C. elegans e 
Drosophila identificaram algumas das proteinas necessarias para tais divisoes assimetri- 
cas, e algumas dessas proteinas parecem ter papeis similares nos vertebrados. 


A mitose pode ocorrer sem citocinese 


Figura 17-50 Uma divisao celular as¬ 
simetrica segregando componentes 
citoplasmaticos somente para uma 
celula-filha. Estas micrografias opticas 
ilustram a segregagao assimetrica con- 
trolada de componentes citoplasmaticos 
espedficos para uma celula-filha durante 
a primeira divisao de um ovulo fertilizado 
do nematodeo C. elegans. 0 ovo fertili¬ 
zado esta mostrado a esquerda e as duas 
celulas-filhas a direita. As celulas na parte 
superior foram coradas com um corante 
fluorescente azul que se liga ao DNA, mos- 
trando o nucleo (e os corpusculos polares); 
elas sao visualizadas tanto por microscopia 
de contraste de interference diferencial 
como por microscopia de fluorescencia. 

As celulas na parte inferior sao as mesmas 
celulas coradas com um anticorpo contra 
granulos P e visualizadas por microscopia 
de fluorescencia. Esses pequenos granulos 
sao compostos por RNA e proteinas e 
determinam quais celulas se tornarao as 
celulas germinativas. Eles se distribuem ao 
acaso por todo o citoplasma do ovulo nao 
fertilizado (nao mostrado), mas ficam res- 
tritos ao polo posterior do ovulo fertiliza¬ 
do. 0 piano de clivagem e orientado a fim 
de assegurar que, quando o ovo se dividir, 
somente a celula-filha posterior receba os 
granulos P. 0 mesmo processo de segrega¬ 
gao e repetido em varias divisoes celulares 
subsequentes, de forma que os granulos P 
estarao presentes apenas nas celulas que 
irao dar origem a ovulos e espermatozoi- 
des. (Cortesia de Susan Strome.) 


Embora a divisao nuclear normalmente seja seguida pela divisao citoplasmatica, exis¬ 
tent excegoes. Algumas celulas sofrem multiplos ciclos de divisao nuclear sem divisoes 
citoplasmaticas intervenientes. No embriao jovem de Drosophila , por exemplo, os pri- 
meiros 13 ciclos de divisao nuclear ocorrem sem divisao citoplasmatica, resultando na 
formagao de uma unica grande celula que content varios milhares de nucleos, arranja- 
dos em uma monocamada proxima a superficie. Uma celula na qual multiplos nucleos 
compartilham o mesmo citoplasma e chamada de sincicio. Esse arranjo acelera imensa- 
mente o desenvolvimento inicial, na medida em que as celulas nao tern de gastar tempo 
passando por todas as etapas da citocinese a cada divisao. Apos essas rapidas divisoes 
nucleares, membranas sao criadas em volta de cada nucleo em um ciclo de citocinese 
coordenada denominado celularizagao . A membrana plasmatica se estende para dentro 
e, com a ajuda de um anel de actina-miosina, se contrai com forga para envolver cada 
nucleo (Figura 17-51). 

A divisao nuclear sem citocinese tambem ocorre em alguns tipos de celulas de 
mamiferos. Os megacariocitos, que produzem as plaquetas sangumeas, e alguns hepa- 
tocitos e celulas musculares cardiacas, por exemplo, tornam-se multinucleados dessa 
maneira. 

Apos a citocinese, a maioria das celulas entra em G 1; na qual as Cdks estao predo- 
minantemente inativas. Encerraremos esta segao discutindo como esse estado e atingi- 
do no final da fase M. 

A fase Gt e um estado estavel de inatividade das Cdks 

Um evento regulador-chave no final da fase M e a inativagao das Cdks, que e prima- 
riamente promovido pela degradagao de ciclinas dependentes do APC/C. Como ante- 
riormente descrito, a inativagao das Cdks no final da fase M tern muitas fungoes: de- 
sencadeia os eventos do final da mitose, promove a citocinese e possibilita a smtese de 
complexos pre-replicativos nas origens de replicagao do DNA. Ela tambem proporciona 
um mecanismo de recomposigao do sistema de controle do ciclo celular a um estado 
de inatividade das Cdks, a medida que a celula se prepara para entrar em um novo ciclo 
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Figura 17-51 Mitose sem citocinese no embriao jovem de Drosophila. (A) As 

primeiras 13 divisoes nucleares ocorrem sincronicamente e sem divisao citoplasmatica, 
criando um grande sincfcio. A maioria dos nucleos migra para o cortex, e a membrana 
plasmatica se estende para dentro e se contrai com forga, envolvendo cada nucleo e 
formando celulas individuals, em um processo chamado de celularizagao. (B) Micrografia 
de fluorescencia de multiplos fusos mitoticos em um embriao de Drosophila antes da 
celularizagao. Os microtubulos estao corados em verde e os centromeres em vermelho. 
Observe que todos os nucleos entram no ciclo sincronicamente; aqui, eles estao todos 
em metafase, com cromossomos nao marcados vistos como uma faixa escura na placa 
equatorial do fuso. (B, cortesia de Kristina Yu e William Sullivan.) 


celular. Na maioria das celulas, esse estado de inatividade das Cdks gera uma fase de 
intervalo G l; durante a qual a celula cresce e monitora seu ambiente antes de se compro- 
meter com uma nova divisao. 

Em embrioes jovens de animais, a inativagao da M-Cdk no final da mitose se deve 
quase que inteiramente a agao do Cdc20-APC/C, discutida anteriormente. Recorde-se, 
contudo, que a M-Cdk estimula a atividade do Cdc20-APC/C. Como consequencia, a 
destruigao da M-ciclina no final da mitose leva prontamente a inativagao de toda a ativi¬ 
dade do APC/C em uma celula embrionaria. Essa inativagao do APC/C imediatamente 
apos a mitose e especialmente util em ciclos celulares embrionarios rapidos, uma vez 
que permite a celula rapidamente comegar a acumular M-ciclina nova para o proximo 
ciclo (Figura 17-52A). 

O rapido acumulo de ciclina imediatamente apos a mitose nao e proveitoso, po- 
rem, e necessario para celulas nas quais a fase G x permite o controle de entrada no proxi¬ 
mo ciclo celular. Essas celulas empregam varios mecanismos para impedir a reativagao 
das Cdks apos a mitose. Um mecanismo usa outra protema de ativagao APC/C chamada 
Cdhl, mencionada anteriormente como fortemente relacionada com Cdc20 (ver Tabela 
17-2). Embora tanto a Cdhl como a Cdc20 se liguem e ativem o APC/C, elas diferem em 
um ponto importante. Enquanto o complexo do Cdc20-APC/C e ativado pela M-Cdk, o 
complexo do Cdhl-APC/C e inibido por ela, por fosforilagao direta da Cdhl. O resultado 
dessa relagao e que a atividade do Cdhl-APC/C aumenta no final da mitose apos o com¬ 
plexo do Cdc20-APC/C ter iniciado a destruigao da M-ciclina. Portanto, a destruigao da 
M-ciclina continua apos a mitose: embora a atividade do Cdc20-APC/C tenha decaido, a 
atividade do Cdhl-APC/C e alta (Figura 17-52B). 

Um segundo mecanismo que suprime a atividade das Cdks em G x depende do 
aumento da produgao de CKIs, as protemas inibidoras de Cdk anteriormente discuti- 
das. As celulas de leveduras de brotamento, nas quais esse mecanismo e mais bem com- 
preendido, contem uma protema CKI chamada de Sicl, que se liga e inativa a M-Cdk 
no final da mitose e de G 1 (ver Tabela 17-2). Como a Cdhl, a Sicl e inibida pela M-Cdk, 


Figura 17-52 Estabelecimento da fase G, pela inibigao estavel das Cdks apos a mitose. (A) Em ciclos 
celulares de embrioes jovens, a atividade do Cdc20-APC/C aumenta no final da metafase, provocando a des¬ 
truigao da M-ciclina. Como a atividade da M-Cdk estimula a atividade do Cdc20-APC/C, a perda da M-ciclina 
leva a inativagao do APC/C apos a mitose, permitindo que as M-ciclinas comecem novamente a se acumular. (B) 
Em celulas que apresentam uma fase G 1f a queda na atividade da M-Cdk no final da mitose leva a ativagao do 
Cdhl-APC/C (assim como o acumulo de protefnas inibidoras das Cdks; nao mostrado). Isso garante a supressao 
continua da atividade das Cdks apos a mitose, necessaria a uma fase G v 
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que fosforila a Sicl durante a mitose e, com isso, promove sua ubiquitinagao por SCR 
Assim, a Sicl e a M-Cdk, como a Cdhl e a M-Cdk, inibem uma a outra. Como resultado, 
o decrescimo na atividade da M-Cdk que ocorre no final da mitose faz a protema Sicl 
se acumular, e essa CKI ajuda a manter a atividade da M-Cdk baixa apos a mitose. Uma 
protema CKI chamada de p27 (ver Figura 17-14) pode desempenhar fungoes similares 
em celulas animais. 

Na maioria das celulas, o decrescimo da transcrigao dos genes M-ciclina tambem 
inativa as M-Cdlcs no final da mitose. Na levedura de brotamento, por exemplo, a M-Cdk 
promove a expressao desses genes, resultando em um ciclo de retroalimentagao positiva. 
Esse circuito e inativado quando as celulas saem da mitose: a inativagao da M-Cdk por 
Cdhl e Sicl leva a diminuigao da transcrigao do gene da M-ciclina e, assim, a diminuigao 
da smtese de M-ciclina. As protemas de regulagao genicas que promovem a expressao de 
Gj/S-ciclinas e S-ciclinas tambem sao inibidas durante G r 

Assim, a ativagao do Cdhl-APC/C, o acumulo de CKIs e a diminuigao da expressao 
dos genes de ciclinas atuam em conjunto para garantir que o inicio da fase G x seja um 
periodo em que essencialmente toda a atividade das Cdks esta suprimida. Como muitos 
outros aspectos do controle do ciclo celular, o uso de mecanismos multiplos reguladores 
permite que o sistema opere com razoavel eficiencia, mesmo se um dos mecanismos 
falhar. Entao, como a celula escapa desse estado estavel de G : para iniciar um novo ciclo 
celular? A resposta e que a atividade Gj/S-Cdk, que aumenta em G x tardia, libera todos os 
mecanismos de travagem que suprimem a atividade de Cdk, como descreveremos mais 
tarde, na ultima segao deste capitulo. 

Resumo 

Apos a mitose concluir aformagao de um par de nucleos-filhos, a citocinese finaliza o 
ciclo celular, dividindo a propria celula. A citocinese depende de um anel de filamentos 
de actina e miosina que se contrai no final da mitose em um sitio a meio caminho entre os 
cromossomos segregados. Em celulas animais, o posicionamento do anel contratil e deter- 
minado por sinais liberados pelos microtubulos do fuso da anafase. A desfosforilagao de 
alvos das Cdks, resultante da inativagao das Cdks na anafase, desencadeia a citocinese no 
momento correto apos a anafase. Depois da citocinese, a celula entra em um estado estavel 
de Gj de baixa atividade das Cdks, onde aguarda por sinais para entrar em um novo ciclo 
celular. 


MEIOSE 

A maioria dos organismos eucarioticos se reproduz de forma sexuada: os genomas de 
dois pais se misturam para gerar uma descendencia geneticamente distinta de ambos os 
progenitores. Em geral, as celulas desses organismos sao diploides, isto e, contem duas 
copias ligeiramente diferentes, ou homologas, de cada cromossomo, uma de cada proge¬ 
nitor. A reprodugao sexuada depende de um processo especializado de divisao nuclear 
chamado de meiose, que produz celulas haploides que portam somente uma unica copia 
de cada cromossomo. Em muitos organismos, as celulas haploides se diferenciam em 
celulas reprodutivas especializadas chamadas de gametas - ovulos e espermatozoides 
na maioria das especies. Nessas especies, o ciclo reprodutivo termina quando um es- 
permatozoide e um ovulo se fundem para formar um zigoto diploide, que tern potencial 
de formar um novo individuo. Nesta segao, consideraremos os mecanismos basicos e a 
regulagao da meiose, enfatizando como eles se comparam aqueles da mitose. 

A meiose inclui dois ciclos de segregagao cromossomica 

A meiose reduz o numero de cromossomos pela metade usando muitas das mesmas 
maquinarias moleculares e controle dos sistemas que operam a mitose. Como o ciclo 
celular mitotico, a celula comega o programa pela duplicagao dos cromossomos na fase 
meiotica S, resultando em pares de cromatides-irmas que sao finamente ligadas ao longo 
de todo seu comprimento por complexos de coesina. Ao contrario da mitose, contudo, 
dois ciclos sucessivos de segregagao cromossomica ocorrem (Figura 17-53). A primei- 
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ra dessas divisoes (meiose I) resolve o problema, exclusivo da meiose, de segregar os 
homologos. Os homologos maternal e paternal duplicados emparelham-se um ao lado 
do outro e tornam-se fisicamente ligados por um processo genetico de recombinagao. 
Esses pares de homologos, cada um contendo um par de cromatides-irmas, em segui- 
da alinham-se no primeiro fuso meiotico. Na primeira anafase meiotica, os homologos 
duplicados em vez de cromatides-irmas sao separados e segregados em dois nucleos-fi- 
lhos. Apenas na segunda divisao (meiose II), que ocorre sem mais replicagao do DNA, as 
cromatides-irmas sao separadas e segregadas (como na mitose) para produzir nucleos- 
-filhos haploides. Desse modo, cada um dos nucleos diploides que entra em meiose pro- 
duz quatro nucleos haploides, cada um dos quais contem ou a copia materna ou paterna 
de cada cromossomo, mas nao ambas (Animagao 17.7). 


Figura 17-53 Comparagao da meiose 
e da mitose. Para maior clareza, somente 
um par de cromossomos (homologos) e 
mostrado. (A) A meiose e uma forma de 
divisao nuclear na qual um unico ciclo 
de duplicagao dos cromossomos (fase 
S meiotica) e seguido por dois ciclos 
de segregagao dos cromossomos. Os 
homologos duplicados, cada um consis- 
tindo de cromatides-irmas firmemente 
ligadas, emparelham-se e sao segregados 
em diferentes nucleos-filhos na meiose 
I; cromatides-irmas sao segregadas na 
meiose II. Como indicado pela formagao 
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melho e em parte cinza, o pareamento 
homologo na meiose leva a recombinagao 
genetica durante a meiose I. Cada celula 
diploide que entra em meiose, portanto, 
produz quatro nucleos haploides geneti- 
camente diferentes, que sao distribuidos 
por citocinese em celulas haploides que se 
diferenciam em gametas. (B) Na mitose, ao 
contrario, os homologos nao formam pa¬ 
res e as cromatides-irmas sao segregadas 
durante a divisao unica. Assim, cada celula 
diploide que se divide por mitose produz 
dois nucleos-filhos diploides geneticamen- 
te identicos, que sao distribuidos por cito¬ 
cinese em um par de celulas-filhas. 
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Par de homologos duplicados durante a profase meiotica 

Durante a mitose em muitos organismos, os cromossomos homologos comportam-se 
independentemente uns dos outros. Durante a meiose I, contudo, e crucial que cada ho¬ 
mologo se reconhega e se associe fisicamente com o objetivo de que os homologos ma- 
ternais e paternais sejam biorientados no primeiro fuso meiotico. Mecanismos especiais 
medeiam essas interagoes. 

A justaposigao gradual de homologos ocorre durante o periodo prolongado cha- 
mado de profase meiotica (ou profase I), que pode levar horas em leveduras, dias em 
camundongos e semanas em plantas superiores. Da mesma forma que na mitose, os 
cromossomos duplicados na profase da meiose aparecem como estruturas delgadas 
longas, nas quais as cromatides-irmas estao unidas firmemente e tao proximas que 
parecem apenas uma. E durante a profase I inicial que os homologos comegam a se 
associar ao longo de seu comprimento em um processo chamado pareamento, o qual, 
em alguns organismos ao menos, comega com interagoes entre sequencias de DNA 
complementar (chamadas sitios de pareamento) nos dois homologos. Com o avango 
da profase, os homologos tornam-se mais intimamente justapostos, formando uma es- 
trutura de quatro cromatides chamada de bivalente (Figura 17-54A). Em muitas espe- 
cies, pares homologos sao, entao, entrelagadas por recombinagao homologa: quebras 
na fita dupla do DNA sao formadas em varias partes em cada cromatide-irma, resul- 
tando em um grande numero de eventos de recombinagao de DNA entre os homolo¬ 
gos (como descrito no Capitulo 5). Alguns desses eventos levam a trocas reciprocas de 
DNA denominadas entrecruzamentos, onde ocorre a recombinagao do DNA de uma 
cromatide para que este fique continuo ao DNA da cromatide homologa (Figura 17- 
54B; ver tambem Figura 5-54). 
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Os homologos pareados sao justapostos, com seus eixos estruturais ( centro axial) dis- 
tantes cerca de 400 nm, por um mecanismo que depende, na maioria das especies, das 
quebras na fita dupla de DNA que ocorrem nas cromatides-irmas. Por que alinhar os 
eixos? Uma possibilidade e que a grande maquina proteica, chamada de complexo de re- 
combinagao, que se organiza sobre uma quebra da fita dupla em uma cromatide, liga-se 
a sequencia de DNA correspondente no homologo proximo e ajuda a aproximar seu par. 
Esse assim chamado alinhamento pre-sinaptico dos homologos e seguido por sinapse, 
na qual o centro axial de um homologo torna-se intimamente ligado ao centro axial de 
seu par por um arranjo hermeticamente agrupado de filamentos transversos para criar 
um complexo sinaptonemico, o qual atravessa o espago, agora de 100 nm, entre os ho¬ 
mologos (Figura 17-55). Embora a recombinagao inicie antes da formagao do complexo 
sinaptonemico, as etapas finais ocorrem enquanto o DNA e mantido no complexo. 

As modificagoes morfologicas que ocorrem durante o pareamento sao a base 
para dividir a profase meiotica em cinco estagios sequenciais - leptoteno, zigoteno, 
paquiteno, diploteno e diacinese (Figura 17-56). A profase comega com o leptoteno, 
quando homologos se condensam e pareiam, e inicia a recombinagao genetica. No 
zigoteno , o complexo sinaptonemico comega a formar-se em locais onde os homolo¬ 
gos estao associados intimamente e os eventos de recombinagao estao ocorrendo. No 
paquiteno, o processo de formagao esta completo e os homologos estao unidos por 
sinapses ao longo de todo seu comprimento (ver Figura 9-35). O estagio de paquiteno 

Figura 17-54 Pareamento homologo e recombinagao. (A) A estrutura formada por dois homologos dupli¬ 
cados alinhados de forma muito proxima e chamada de bivalente. Como na mitose, as cromatides-irmas estao 
firmemente conectadas ao longo de todo seu comprimento, bem como pelos seus centromeres. Nesse estagio, 
os homologos normalmente estao unidos por um complexo proteico chamado de complexo sinaptonemico (nao 
mostrado; ver Figura 17-55). (B) Um estagio tardio bivalente no qual um unico evento de recombinagao ocorreu 
entre cromatides nao irmas. Somente quando o complexo sinaptonemico se desfaz e os homologos pareados 
separam-se um pouco no final da profase I, como e mostrado, e possivel visualizar o ponto de recombinagao 
microscopicamente como uma tenue conexao, chamada de quiasma, entre os homologos. 
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Algas de cromatina das 
cromatides-irmas de um homologo 


Nucleos 
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homologos 
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Figura 17-55 Representagao esque- 
matica simplificada de um complexo 
sinaptonemico. Cada homologo esta 
organizado em torno de um nucleo axial 
de proteinas, e os complexos sinaptone- 
micos se formam quando esses eixos ho¬ 
mologos sao ligados por fios transversals 
em forma de filamentos. 0 nucleo axial 
de cada homologo tambem interage com 
os complexos coesina que seguram as 
cromatides-irmas juntas (ver Figura 9-35). 
(Modificada de K. Nasmyth, Annu. Rev 
Genet 35:673-745, 2001.) 


pode persistir por dias ou mais tempo, ate a separagao iniciar no diploteno com a de- 
sorganizagao dos complexos sinaptonemicos e a concomitante condensagao e o en- 
curtamento dos cromossomos. E somente nesse estagio, depois dos complexos terem 
se desfeito, que os eventos individuals de recombinagao por entrecruzamento entre 
cromatides nao irmas podem ser vistos como conexoes inter-homologas chamadas de 
quiasmas, que agora desempenham um papel crucial na manutengao dos homologos 
juntos de forma compacta (Figura 17-57). Os homologos agora estao prontos para ini¬ 
ciar o processo de segregagao. 
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-irmas 
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Cromatide 1 
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Cromatide 3 
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Figura 17-56 Sinapse e separagao dos homologos durante os diferentes estagios da profase I. (A) Um unico bivalente e representado de forma es- 
quematica. Em leptoteno, as duas cromatides-irmas ligam-se, e suas algas de cromatina se estendem juntas para fora a partir de um centra axial comum. A 
formagao do complexo sinaptonemico comega no zigoteno inicial e e completada no paquiteno. O complexo se desfaz no diploteno. (B) Uma eletromicrografia 
de um complexo sinaptonemico de uma celula meiotica em paquiteno em uma flor de Ifrio. (C e D) As fotomicrografias de imunofluorescencia de celulas em 
profase I do fungo Sordaria. Bivalentes parcialmente em sinapse no zigoteno sao mostrados em (C) e bivalentes totalmente em sinapse sao mostrados em (D). 
Setas vermelhas em (C) apontam para as regioes onde a sinapse ainda esta incompleta. (B, cortesia de Brian Wells; C e D, de A. Storlazzi et al., Genes Dev 
17:2675-2687, 2003. Com permissao de Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 
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(B) 


Figura 17-57 Um bivalente com tres quiasmas resultantes de tres eventos de recombinagao. (A) Foto- 
micrografia de luz de um bivalente de gafanhoto. (B) llustragao mostrando o arranjo da recombinagao por entre- 
cruzamento em (A). Observe que a cromatide 1 foi submetida a uma troca com a cromatide 3, e a cromatide 2 
sofreu trocas com as cromatides 3 e 4. Observe tambem como a combinagao do quiasma e a fixagao dos bragos 
das cromatides-irmas umas as outras (mediada por complexos coesina) mantem os dois homologos juntos apos 
o complexo sinaptonemico ser desfeito; se tanto o quiasma ou a coesao das cromatides-irmas nao se formam, 
os homologos iriam divergir nesta fase e nao seriam segregados adequadamente na meiose I. (A, cortesia de 
Bernard John.) 

A segregagao homologa depende de muitas caracteristicas unicas 
da meiose I 

Uma diferenga fundamental entre meiose I e mitose (e meiose II) e que, na meiose I, em 
vez das cromatides-irmas, sao os homologos que se separam e sao segregados (ver Figu¬ 
ra 17-53). Essa diferenga depende de tres caracteristicas da meiose I que a distinguem da 
mitose (Figura 17-58). 

Primeiro, ambos os cinetocoros-irmaos em um homologo devem se ligar de for¬ 
ma estavel ao mesmo polo do fuso. Esse tipo de ligagao normalmente e evitada durante 
a mitose (ver Figura 17-33). Contudo, na meiose I, os dois cinetocoros-filhos sao fu- 
sionados em uma unica unidade de ligagao a microtubulos, a qual se liga a um polo 
(ver Figura 17-58A). A fusao dos cinetocoros-irmaos e alcangada por um complexo de 
proteinas que esta localizado nos cinetocoros na meiose I, mas nao se sabe em deta- 
lhes como essas proteinas atuam. Elas sao removidas dos cinetocoros apos a meiose I, 
portanto, na meiose II, os pares das cromatides-irmas podem ser biorientados no fuso 
como elas sao na mitose. 


(A) MEIOSE 


Microtubulos 
do cinetocoro 



metAfase I anAfase I 



(B) MITOSE Coesjna 



metAfase anAfase telofase 


Figura 17-58 Comparagao do comportamento do cromossomo em meiose I, meiose II e mitose. Os cromossomos comportam-se de modo similar na 
mitose e na meiose II, mas diferente na meiose I. (A) Na meiose I, os dois cinetocoros-irmaos estao localizados lado a lado em cada homologo e ligados a mi¬ 
crotubulos do mesmo polo do fuso. A clivagem proteolitica da coesina ao longo dos bragos das cromatides-irmas separa os bragos e finaliza a recombinagao, 
permitindo que os homologos duplicados se separem na anafase I, enquanto a coesina residual nos centromeres mantem juntas as irmas. A clivagem da coesina 
centromerica permite as cromatides-irmas se separarem na anafase II. (B) Na mitose, ao contrario, os dois cinetocoros-irmaos ligam-se aos microtubulos de dife- 
rentes polos do fuso, e as duas cromatides-irmas se dissociam no inicio da anafase e segregam em nucleos-filhos individuals.. 

















CAPITULO 17 Ciclo celular 1009 


Segundo, a recombinagao por entrecruzamento gera uma forte ligagao fisica entre 
homologos, permitindo sua biorientagao na placa equatorial do fuso, bem como a coesao 
entre cromatides-irmas e importante para sua biorientagao na mitose (e meiose II). Os 
entrecruzamentos mantem unidos os pares de homologos somente porque os bragos das 
cromatides-irmas estao conectados pela coesao de cromatides-irmas (ver Figura 17-58A). 

Terceiro, a coesao e removida na anafase I apenas dos bragos dos cromossomos e 
nao das regioes perto dos centromeros, onde os cinetocoros estao localizados. A perda 
da coesao nos bragos desencadeia a separagao homologa no imcio da anafase I. Esse 
processo depende da ativagao de APC/C, que leva a degradagao da securina, ativagao da 
separase e clivagem da coesina ao longo dos bragos (ver Figura 17-38). 

As coesinas perto dos centromeros sao protegidas das separases na meiose I por 
uma protema associada ao cinetocoro, chamada shugoshin (do japones, “espirito guar- 
diao”). A shugoshin age recrutando uma protema-fosfatase que remove fosfatos das coe¬ 
sinas centromericas. A fosforilagao da coesina e normalmente necessaria para a separase 
clivar a coesina; assim, a remogao dessa fosforilagao perto do centromero, previne a cli¬ 
vagem da coesina. Portanto, os pares de cromatides-irmas permanecem ligados durante 
a meiose I, possibilitando sua biorientagao correta no fuso na meiose II. A shugoshin e 
inativada apos a meiose I. No imcio da anafase II, a ativagao de APC/C desencadeia a 
clivagem da coesina centromerica e a separagao das cromatides-irmas - assim como na 
mitose. Seguindo a anafase II, envelopes nucleares se formam em torno dos cromosso¬ 
mos para produzir quatro nucleos haploides, apos o que, a citocinese e outros processos 
de diferenciagao levam a produgao de gametas haploides. 

A recombinagao por entrecruzamento e altamente regulada 

A recombinagao por entrecruzamento tern duas fungoes distintas na meiose: ele aju- 
da a manter os homologos juntos ate que sejam segregados de forma adequada para as 
duas celulas-filhas produzidas pela meiose I e contribui para a diversidade genetica dos 
gametas que, finalmente, sao produzidos. No entanto, como poderia ser esperado, essa 
recombinagao e altamente regulada: o numero e a localizagao das quebras na fita dupla 
ao longo de cada cromossomo sao controlados, assim como a probabilidade que uma 
quebra seja convertida em um ponto de entrecruzamento. Em media, o resultado dessa 
regulagao e que cada par de homologos humanos esta ligado por dois ou tres pontos de 
recombinagao (Figura 17-59). 

Embora as quebras nas fitas duplas que ocorrem na meiose I possam ser localiza- 
das em quase qualquer lugar ao longo do cromossomo, elas nao estao uniformemente 
distribuidas: elas aglomeram-se em “locais de alta probabilidade” onde o DNA e acessi- 
vel, e ocorrem apenas de forma rara em “locais de baixa probabilidade” como as regioes 
de heterocromatina ao redor dos centromeros e telomeros. 

Pelo menos dois tipos de regulagao influenciam a localizagao e o numero de entre¬ 
cruzamentos que se formam, nenhum deles sendo bem compreendido. Ambos funcio- 
nam antes do complexo sinaptonemico se organizar. Um assegura que pelo menos um 
entrecruzamento se forme entre os membros de cada par homologo, como e necessario 
para a segregagao normal dos homologos em meiose I. No outro, chamado de interferen- 
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Figura 17-59 Recombinagao por entre¬ 
cruzamento entre homologos no tes- 
ticulo humano. Nesta fotomicrografia de 
imunofluorescencia, anticorpos foram usa- 
dos para corar os complexos sinaptonemi- 
cos ( vermelho), os centromeros ( azul) e os 
locais de recombinagao (verde). Observe 
que todos os bivalentes tern ao menos um 
ponto de entrecruzamento e nenhum tern 
mais que quatro. (Modificada de A. Lynn 
et al., Science 296:2222-2225, 2002. 

Com permissao de AAAS.) 
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cia de entrecruzamento, a presenga de um evento de recombinagao inibe a formagao de 
outro proximo a ele, talvez pela deplegao local das protemas necessarias para converter 
uma quebra na fita dupla de DNA em um entrecruzamento estavel. 

A meiose frequentemente funciona mal 

A distribuigao dos cromossomos que ocorre durante a meiose e uma faganha extraordina- 
ria de contabilidade intracelular. Em humanos, cada meiose necessita que a celula inicial 
nao perca de vista 92 cromatides (46 cromossomos, cada um duplicado), distribuindo um 
conjunto completo de cada tipo de autossomo para cada um dos quatro haploides des- 
cendentes. Nao surpreende que podem ocorrer erros na distribuigao dos cromossomos 
durante esse processo complicado. Os erros sao especialmente comuns na meiose em mu- 
lheres, a qual e interrompida apos o diploteno durante anos: a meiose I so e completada 
no momento da ovulagao, e a meiose II somente apos o oocito ser fecundado. Na verda- 
de, tais erros na segregagao de cromossomos durante o desenvolvimento do oocito sao as 
causas mais comuns tanto de aborto espontaneo quanto de retardo mental em humanos. 

Quando homologos falham em se separar de forma adequada - um fenomeno cha- 
mado nao disjungao o resultado e que alguns gametas haploides resultantes nao tern 
um cromossomo particular, enquanto outros tern mais de uma copia deles. Na fecunda- 
gao, esses gametas formam embrioes anormais, a maioria dos quais morre. No entanto, 
alguns sobrevivem. Por exemplo, em humanos, a smdrome de Down , que e a principal 
causa de retardo mental, e causada por uma copia extra do cromossomo 21, normalmen- 
te resultante da nao disjungao durante a meiose I no ovario da femea. Erros de segregagao 
durante a meiose I aumentam muito a medida que a idade materna avanga. 

Resumo 

Os gametas haploides sao produzidos por meiose, na qual um nucleo diploide entra em 
duas divisoes celulares sucessivas apos uma rodada de replicagao do DNA. A meiose e 
dominada por uma profase prolongada. No inicio da profase, os cromossomos estao repli- 
cados e consistem em duas cromatides-irmas unidas. Entao, os cromossomos homologos 
pareiam e tornam-se, de forma progressiva, mais justapostos a medida que a profase I 
prossegue. Os homologos alinhados entram em recombinagao genetica formando pontos 
de entrecruzamento que ajudam a manter cada par de homologos juntos durante a meta- 
fase I. As protemas associadas ao cinetocoro espedficas da meiose auxiliam a garantir que 
ambas as cromatides-irmas em um homologo liguem-se ao mesmo polo do fuso; outras 
protemas associadas ao cinetocoro asseguram que os homologos permanegam conecta- 
dos em seus centromeros durante a anafase I, de maneira que os homologos, em vez das 
cromatides-irmas, sejam segregados na meiose I. Depois da longa meiose I, a meiose II 
ocorre rapidamente, sem replicagao de DNA, em um processo que lembra a mitose, no 
qual cromatides-irmas sao separadas na anafase. 

CONTROLE DA DIVISAO E DO CRESCIMENTO CELULAR 

Um ovulo fertilizado de camundongo e um ovulo fertilizado humano sao similares em ta- 
manho, embora produzam animais de tamanhos muito diferentes. Que fatores no controle 
do comportamento celular em humanos e camundongos sao responsaveis por essas dife- 
rengas de tamanho? A mesma questao fundamental pode ser feita para cada orgao e tecido 
do corpo de um animal. Que fatores determinam o comprimento da tromba de um elefan- 
te ou o tamanho de seu cerebro ou do figado? Essas questoes sao, em grande parte, sem 
respostas, mas, apesar disso, e possivel dizer quais componentes uma resposta deve ter. 

O tamanho de um orgao ou organismo, depende da sua massa total de celulas, que 
depende de ambos, numero total de celulas e seu tamanho. Por sua vez, o numero de celu¬ 
las depende da quantidade de divisoes celulares e mortes celulares. Portanto, o tamanho 
de orgaos e do corpo e determinado por tres processos celulares fundamentals: cresci- 
mento, divisao e sobrevivencia. Cada um e fortemente regulado - tanto por programas 
intracelulares como por moleculas-sinal extracelulares que controlam esses programas. 

As moleculas de sinalizagao extracelular que regulam o crescimento celular, a di¬ 
visao e a sobrevivencia sao geralmente protemas soluveis secretadas, protemas ligadas a 
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superficie celular ou componentes da matriz extracelular. Elas podem ser operacional- 
mente divididas em tres classes principals: 

1. Mitogenos, que estimulam a divisao celular, fundamentalmente desencadeando 
uma onda de atividade de G^S-Cdk que atenua controles intracelulares negativos 
que, de outra maneira, bloqueariam a progressao ao ciclo celular. 

2. Fatores de crescimento, que estimulam o crescimento celular (aumento da massa 
celular) ao promover a smtese de protemas e outras macromoleculas e ao inibir 
sua degradagao. 

3. Fatores de sobrevivencia , que promovem a sobrevivencia celular ao suprimir a for¬ 
ma de morte celular programada conhecida como apoptose. 

Muitas moleculas de sinalizagao extracelular promovem todos esses processos, 
enquanto outras promovem um ou dois. Na verdade, o termo fator de crescimento e fre- 
quentemente usado de forma inapropriada para descrever um fator que possui qualquer 
uma dessas atividades. Ainda pior: o termo crescimento celular muitas vezes e usado no 
sentido de aumento do numero de celulas ou de proliferagao celular. 

Alem dessas tres classes de sinais estimuladores, existem moleculas de sinalizagao 
extracelular que suprimem a proliferagao celular, o crescimento celular, ou ambos; em 
geral, sabe-se menos a respeito delas. Existem tambem moleculas de sinaizagao extrace¬ 
lular que ativam a apoptose. 

Nesta segao, enfocaremos principalmente como os mitogenos e outros fatores, 
como danos ao DNA, controlam a taxa de divisao celular. Em seguida, nos voltaremos 
a um problema importante, porem muito pouco compreendido: como uma celula em 
proliferagao coordena o crescimento com a divisao celular, de forma a manter seu tama- 
nho adequado. Discutiremos o controle da sobrevivencia celular e da morte celular por 
apoptose no Capitulo 18. 

Os mitogenos estimulam a divisao celular 

Os organismos unicelulares tendem a crescer e se dividir tao rapido quanto possivel e 
sua taxa de proliferagao depende em grande parte da disponibilidade de nutrientes no 
ambiente. Contudo, as celulas de um organismo multicelular se dividem somente quan- 
do o organismo necessita de mais celulas. Assim, para que uma celula animal se proli- 
fere, ela deve receber sinais extracelulares estimuladores, sob a forma de mitogenos, de 
outras celulas, geralmente suas vizinhas. Os mitogenos superam os mecanismos intrace¬ 
lulares de freagem que bloqueiam a progressao ao ciclo celular. 

Um dos primeiros mitogenos identificados foi o fator de crescimento derivado de 
plaquetas (PDGF ; do ingles, platelet-derived growth factor), sendo caracteristico de mui- 
tos outros descobertos desde entao. A via para seu isolamento comegou com a observa- 
gao de que fibroblastos em uma placa de cultura se proliferam quando e fornecido soro, 
mas nao quando e fornecido plasma. O plasma e preparado pela remogao das celulas 
do sangue sem que ocorra a coagulagao; o soro e preparado permitindo que o sangue 
coagule e coletando o liquido livre de celulas que resta. Quando o sangue coagula, as 
plaquetas incorporadas ao coagulo sao estimuladas a liberar o conteudo de suas vesi- 
culas secretoras (Figura 17-60). A capacidade superior do soro de manter a proliferagao 
celular sugeriu que as plaquetas contem um ou mais mitogenos. Essa hipotese foi con- 
firmada pela demonstragao de que, em vez de soro, extratos de plaquetas podiam agir na 
estimulagao da proliferagao de fibroblastos. Demonstrou-se que o fator critico nos ex¬ 
tratos era uma protema, que foi subsequentemente purificada e denominada PDGF. No 
organismo, a PDGF liberada dos coagulos sangumeos ajuda a estimular a divisao celular 
durante a cicatrizagao de feridas. 

A PDGF e apenas uma das mais de 50 protemas que, sabe-se, atuam como mito¬ 
genos. A maioria dessas protemas tern uma especificidade ampla. A PDGF, por exemplo, 
pode estimular muitos tipos de celulas a se dividirem, incluindo fibroblastos, celulas 
musculares lisas e celulas da neuroglia. Similarmente, o fator de crescimento epidermico 
(EGF; do ingles, epidermal growth factor) age nao somente em celulas epidermicas, mas 
tambem em muitos outros tipos celulares, incluindo celulas epiteliais e nao epiteliais. 
Contudo, alguns mitogenos tern uma especificidade restrita; a eritropoietina, por exem- 
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Figura 17-60 Uma plaqueta. As plaque¬ 
tas sao celulas em miniatura e sem nucleo. 
Elas circulam no sangue e ajudam a esti¬ 
mular a coagulagao sangufnea em locais 
onde houve danos teciduais, impedindo, 
com isso, o sangramento excessivo. Elas 
tambem liberam varios fatores que estimu¬ 
lam a cicatrizagao. A plaqueta mostrada 
aqui foi cortada ao meio para mostrar suas 
vesfculas secretoras, algumas das quais 
contem o fator de crescimento derivado 
de plaquetas (PDGF). 
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plo, induz somente a proliferagao de precursores dos eritrocitos. Muitos mitogenos, in- 
cluindo PDGF, tambem tem agoes alem da estimulagao da divisao celular: elas podem 
estimular crescimento celular, sobrevivencia, diferenciagao ou migragao, dependendo 
das circunstancias e do tipo celular. 

Em alguns tecidos, protemas de sinalizagao extracelular inibidoras se opoem aos 
reguladores positivos e, desse modo, inibem o crescimento de orgaos. As protemas-si- 
nal inibidoras mais bem caracterizadas sao os fatores |3 de crescimento transformador 
(TGFp) e protemas relacionadas. O TGF(3 inibe a proliferagao de varios tipos celulares, 
principalmente bloqueando a progressao do ciclo celular em G r 

As celulas podem entrar em urn estado especializado de nao divisao 

Na ausencia de um sinal mitogenico para a proliferagao, a inibigao das Cdlcs em G x e 
mantida pelos multiplos mecanismos anteriormente discutidos, e a progressao a um 
novo ciclo celular e bloqueada. Em alguns casos, as celulas parcialmente desmontam 
seu sistema de controle do ciclo celular e saem do ciclo para um estado especializado de 
nao divisao, chamado G 0 . 

A maioria das celulas em nosso organismo esta em G 0 , porem as bases molecula- 
res e a reversibilidade desse estado variam em diferentes tipos celulares. A maioria de 
nossos neuronios e celulas musculares esqueleticas, por exemplo, esta em um estado 
de G 0 terminalmente diferenciado, no qual seu sistema de controle do ciclo celular esta 
completamente ausente: a expressao dos genes que codificam varias Cdks e ciclinas esta 
permanentemente inativada, e a divisao celular raramente ocorre. Alguns tipos celulares 
nao possuem ciclo celular apenas de forma transitoria e retem a capacidade de remontar 
o sistema de controle do ciclo celular rapidamente e de entrar em ciclo novamente. A 
maioria das celulas hepaticas, por exemplo, esta em G 0 , mas pode ser estimulada a se di- 
vidir se o figado sofrer danos. Ja outros tipos celulares, incluindo fibroblastos e linfocitos, 
retiram-se e entram em ciclo celular repetidamente ao longo de sua vida. 

Quase todas as variagoes na duragao do ciclo celular no organismo adulto ocorrem 
durante o espago de tempo que a celula passa em G x ou G 0 . Por outro lado, o tempo que 
uma celula leva para progredir do inicio da fase S a mitose normalmente e breve (em 
geral, de 12 a 24 horas em mamiferos) e relativamente constante, independentemente 
do intervalo existente entre as divisoes. 

Os mitogenos estimulam as atividades de G r Cdk e G/S-Cdk 

Na grande maioria das celulas animais, os mitogenos controlam a taxa de divisao celular 
agindo na fase G l do ciclo celular. Como discutido anteriormente, multiplos mecanis¬ 
mos agem durante G x para suprimir a atividade Cdk. Os mitogenos liberam esses inibi- 
dores na atividade Cdk, permitindo, assim, a entrada em um novo ciclo celular. 

Como discutimos no Capitulo 15, os mitogenos interagem com receptores de su- 
perficie celular a fim de acionar multiplas vias de sinalizagao intracelular. Uma via princi¬ 
pal age atraves de GTPase Ras monomerica, a qual leva a ativagao de uma cascata da pro- 
teina-cinase mitogeno-ativada (MAP-cinase) (ver Figura 15-49). Isso leva a um aumento 
da produgao de protemas reguladoras de transcrigao, incluindo a Myc. Acredita-se que a 
Myc promova a entrada no ciclo celular por meio de varios mecanismos, um dos quais e o 
aumento da expressao de genes que codificam G 1 -ciclinas (ciclinas D), aumentando, com 
isso, a atividade da G r Cdk (ciclina D-Cdl<4). A Myc tambem tem um importante papel na 
estimulagao da transcrigao de genes que aumentam o crescimento celular. 

A fungao-chave dos complexos de G r Cdk em celulas animais e ativar um grupo 
de fatores reguladores genicos denominados protemas E2F, que se ligam a sequencias 
especificas de DNA nos promotores de uma grande variedade de genes que codificam 
protemas necessarias a entrada na fase S, incluindo G^S-ciclinas, S-ciclinas e protemas 
envolvidas na smtese de DNA e na duplicagao dos cromossomos. Na ausencia de esti¬ 
mulagao mitogenica, a expressao genica dependente de E2F e inibida por uma interagao 
entre E2F e membros da familia de protemas do retinoblastoma (Rb). Quando as ce¬ 
lulas sao estimuladas a se dividir pelos mitogenos, a G r Cdk ativa se acumula e fosforila 
membros da familia Rb, reduzindo sua ligagao a E2F. As protemas E2F liberadas ativam, 
entao, a expressao de seus proprios genes-alvo (Figura 17-61). 
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Figura 17-61 Estimulo mitogenico da 
entrada no ciclo celular. Como discutido 
no Capftulo 15, os mitogenos se ligam a 
receptores de superffcie celular para dar 
infcio a vias de sinalizagao intracelular. 

Uma das principals vias envolve a ativagao 
da GTPase Ras, que ativa uma cascada 
de MAP-cinases, levando ao aumento 
da expressao de diversos genes precoces 
imediatos, incluindo o gene que codifica 
a protefna reguladora de transcrigao Myc. 
A Myc aumenta a expressao de muitos 
genes de resposta tardia, incluindo alguns 
que levam ao aumento da atividade da 
G r Cdk (ciclina D-Cdk4), que aciona a 
fosforilagao de membros da famflia de 
protefnas Rb. Isso inativa as protefnas Rb, 
liberando a protefna reguladora genica E2F 
para ativar a transcrigao de genes de G/S, 
incluindo os genes de uma G/S-cidina 
(ciclina E) e de uma S-ciclina (ciclina A). As 
atividades resultantes da G/S-Cdk e da 
S-Cdk estimulam ainda mais a fosforilagao 
da protefna Rb, formando urn ciclo de 
retroalimentagao positiva. As protefnas E2F 
tambem estimulam a transcrigao de seus 
proprios genes, formando outro ciclo de 
retroalimentagao positiva. 


Esse sistema de controle transcricional, como outros tantos sistemas de controle 
que regulam o ciclo celular, inclui ciclos de retroalimentagao que garantem que a entra¬ 
da no ciclo celular seja completa e irreversfvel. As protefnas E2F liberadas, por exemplo, 
aumentam a transcrigao de seus proprios genes. Alem disso, a transcrigao dependente 
de E2F dos genes da G^S-ciclina (ciclina E) e da S-ciclina (ciclina A) leva ao aumento 
das atividades da G^S-Cdk e da S-Cdk, que, por sua vez, aumentam a fosforilagao da 
protefna Rb e promovem a liberagao de mais E2F (ver Figura 17-61). 

O membro central da famflia Rb, a propria protefna Rb, foi originalmente identi- 
ficado por meio de estudos de uma forma hereditaria de cancer de olho em criangas, 
conhecido como retinoblastoma (discutido no Capftulo 20). A perda de ambas as copias 
do gene Rb, leva a excessiva proliferagao de algumas celulas no desenvolvimento da re¬ 
tina, sugerindo que a protefna Rb e particularmente importante para controlar a divisao 
celular nesse tecido. A perda completa da Rb nao causa imediatamente o aumento da 
proliferagao de celulas da retina ou de outros tipos celulares, em parte porque a Cdhl e 
as CKIs tambem ajudam a inibir a progressao a G i; e em parte porque outros tipos celu¬ 
lares contem protefnas relacionadas a Rb que funcionam como uma copia de seguranga 
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na ausencia da Rb. E igualmente provavel que outras protemas, nao relacionadas a Rb, 
ajudem a regular a atividade de E2F. 

As camadas adicionais de controle promovem um aumento esmagador na ativida¬ 
de de S-Cdkno imcio da fase S. Como mencionado anteriormente, o ativador de APC/C, 
Cdhl sup rime niveis de ciclina apos a mitose. Em celulas animais, entretanto, as ciclinas 
G x e Gj/S sao resistentes a Cdhl-APC/C e podem, entao, funcionar sem oposigao pela 
APC/C para promover a fosforilagao da protema Rb e expressao do gene E2F-dependen- 
te. A S-ciclina, ao contrario, nao e resistente, e seu nivel e inicialmente retido pela ativi¬ 
dade de Cdhl-APC/C. Contudo, a Gl/S-Cdk tambem fosforila e inativa Cdhl-APC/C, 
permitindo, com isso, o acumulo de S-ciclina, promovendo ainda mais a ativagao da 
S-Cdk. A Gj/S-Cdk tambem inativa as protemas CKI que reprimem a atividade da S-Cdk. 
O efeito global de todas essas interagoes e a ativagao rapida e completa dos complexos de 
S-Cdk necessarios ao imcio da fase S. 

Danos no DNA impedem a divisao celular: a resposta a danos no 
DNA 

A progressao ao longo do ciclo celular, e, portanto, a taxa de proliferagao celular, e con- 
trolada nao somente por mitogenos extracelulares, mas tambem por outros sinais extra 
e intracelulares. Nesse sentido, um dos mais importantes fatores que influenciam sao 
os danos ao DNA, que podem ocorrer em resposta a reagoes quimicas espontaneas no 
DNA, erros na replicagao do DNA ou, ainda, exposigao a radiagao e a certos produtos 
quimicos (discutido no Capitulo 5). E essencial que cromossomos com dano sejam re¬ 
parados antes da duplicagao ou segreggao. O sistema de controle do ciclo celular pode 
facilmente detectar danos no DNA e parar o ciclo em qualquer uma de duas transigoes 
- uma no Imcio, o que impede a entrada no ciclo celular e na fase S, e uma na transigao 
G 2 /M, o que impede a entrada na mitose (ver Figura 17-16). 

Os danos no DNA dao imcio a uma via de sinalizagao pela ativagao de um par de 
protemas-cinase relacionadas chamadas de ATM e ATR, que se associam ao local do 
dano e fosforilam varias protemas-alvo, incluindo duas outras protemas-cinase chama¬ 
das de Chlcl e Chk2. Essas varias cinases fosforilam outras protemas-alvo que levam a 
interrupgao do ciclo celular. O principal alvo e o gene da protema reguladora p53, que 
estimula a transcrigao do gene que codifica p21, uma protema CKI; p21 liga-se aos com¬ 
plexos Gj/S-Cdk e S-Cdk e inibe suas atividades, ajudando, dessa forma, a impedir a en¬ 
trada no ciclo celular (Figura 17-62 e Animagao 17.8). 

Os danos no DNA ativam a p53 por um mecanismo indireto. Em celulas que nao 
foram danificadas, a p53 e altamente instavel e esta presente em concentragoes muito 
baixas. Em grande parte, isso se deve a sua interagao com outra protema, a Mdm2, que 
age como uma ubiquitina-ligase que promove a p53 a degradagao nos proteassomos. 
A fosforilagao da p53 apos um dano no DNA reduz sua ligagao a Mdm2. Isso diminui a 
degradagao da p53, o que resulta em um aumento marcante da concentragao de p53 na 
celula. Alem disso, a diminuigao da ligagao a Mdm2 aumenta a capacidade da p53 de 
estimular a transcrigao genica (ver Figura 17-62). 

As protemas-cinase Chlcl e Chlc2 tambem bloqueiam a progressao do ciclo celular 
pela fosforilagao de membros da familia de fosfatases proteicas Cdc25, inibindo, dessa 
maneira, sua fungao. Como anteriormente descrito, essas fosfatases sao particularmente 
importantes a ativagao da M-Cdk no imcio da mitose (ver Figura 17-20). Chlcl e Chk2 
fosforilam Cdc25 em sitios inibitorios que sao diferentes dos sitios de fosforilagao que 
estimulam a atividade de Cdc25. A inibigao da atividade da Cdc25 por danos no DNA 
ajuda a bloquear a entrada na mitose (ver Figura 17-16). 

A resposta ao dano do DNA pode tambem ser ativada por problemas que surgem 
quando uma forquilha de replicagao falha durante a replicagao do DNA. Quando ha deple- 
gao de nucleotideos, por exemplo, as forquilhas param durante a fase de alongamento da 
smtese de DNA. A fim de impedir que a celula tente segregar cromossomos parcialmente 
replicados, os mesmos mecanismos que respondem a danos no DNA detectam as forqui¬ 
lhas paradas e bloqueiam a entrada na mitose ate que os problemas estejam resolvidos. 

Um baixo nivel de danos no DNA ocorre durante a vida normal de toda celula, e 
esses danos se acumulam na progenie da celula, se a resposta a danos ao DNA nao estiver 
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Figura 17-62 Como um dano no DNA 
interrompe o ciclo celular em G r 

Quando o DNA e lesionado, varias protef- 
nas-cinase sao recrutadas ao local do dano 
e dao infcio a uma via de sinalizagao que 
provoca a interrupgao do ciclo celular. A 
primeira cinase no local do dano e a ATM 
ou a ATR, dependendo do tipo de dano. 
Outras proteinas-cinase, denominadas 
Chkl e Chk2, sao, em seguida, recrutadas 
e ativadas, resultando na fosforilagao da 
proteina reguladora de transcrigao p53. A 
Mdm2 normalmente se liga a p53 e pro¬ 
move sua ubiquitinagao e degradagao nos 
proteassomos. A fosforilagao da p53 blo- 
queia sua ligagao a Mdm2; o resultado e o 
acumulo de altos niveis de p53, estimulan- 
do a transcrigao de varios genes, incluindo 
o gene que codifica a proteina CKI p21. A 
p21 se liga e inativa os complexos de G/S- 
Cdk e S-Cdk, parando a celula em G v Em 
alguns casos, os danos no DNA tambem 
induzem a fosforilagao da Mdm2 ou um 
decrescimo na produgao da Mdm2, o que 
ocasiona um aumento ainda maior da p53 
(nao mostrado). 


funcionando. Em longo prazo, o acumulo de lesoes geneticas em celulas que nao possuem 
a resposta a danos leva a um aumento da frequencia de mutagoes que promovem o can¬ 
cer. Na verdade, as mutagoes no gene p53 ocorrem em pelo menos metade de todos os 
canceres humanos (discutido no Capitulo 20). Essa perda de fungao da p53 permite a ce¬ 
lula cancerosa acumular mutagoes mais facilmente. Similarmente, uma doenga genetica 
rara, conhecida como ataxia telangiectasia , e ocasionada por um defeito na ATM, uma das 
proteinas-cinase ativada em resposta a danos no DNA induzidos por raios X; os pacientes 
com essa doenga sao muito sensiveis a raios X e sofrem de taxas elevadas de cancer. 

O que acontece se uma lesao no DNA e tao grave que o reparo nao e possivel? A 
resposta e diferente para diferentes organismos. Os organismos unicelulares, como a leve- 
dura de brotamento, interrompem seu ciclo celular para tentar reparar o dano, mas o ciclo 
prossegue mesmo que o reparo nao tenha sido concluido. Para um organismo de celula 
unica, uma vida com mutagoes e aparentemente melhor que nenhuma vida. Em organis¬ 
mos multicelulares, porem, a saude do organismo tern prioridade sobre a vida de uma 
celula individual. As celulas que se dividem com danos graves no DNA constituem uma 
ameaga a vida do organismo, uma vez que danos geneticos podem muitas vezes levar ao 
cancer e a outras doengas. Assim, celulas animais com danos graves no DNA nao tentam 
continuar a divisao e, em vez disso, cometem suicidio, sofrendo apoptose. Assim, a menos 
que o dano no DNA seja reparado, a resposta a danos no DNA pode levar ou a interrupgao 
do ciclo celular ou a morte celular. A apoptose induzida por danos no DNA depende, mui¬ 
tas vezes, da ativagao da p53. Na verdade, e exatamente essa fungao promotora de apopto¬ 
se da p53 que e aparentemente mais importante na nossa protegao contra o cancer. 
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Muitas celulas humanas tem um limite intrinseco do numero de 
vezes que podem se dividir 

Muitas celulas humanas se dividem um numero limitado de vezes antes de pararem e 
sofrerem uma interrupgao permanente do ciclo celular. Os fibroblastos retirados de teci- 
dos humanos normais, por exemplo, passam por somente cerca de 25 a 50 duplicates 
populacionais quando cultivados em meios mitogenicos padronizados. Ao final desse 
periodo, a proliferagao desacelera e finalmente para, e as celulas entram em um estado 
de nao divisao do qual nunca mais se recuperam. Esse fenomeno e chamado senescen- 
cia celular replicativa. 

Em fibroblastos humanos, a senescencia celular replicativa parece ser ocasionada 
por mudangas na estrutura dos telomeros, as sequencias de DNA repetitivo e as protemas 
associadas presentes nas extremidades dos cromossomos. Como discutido no Capitulo 
5, quando uma celula se divide, as sequencias de DNA telomerico nao sao replicadas da 
mesma maneira que o restante do genoma e, em vez disso, sao sintetizadas pela enzima 
telomerase. A telomerase tambem promove a formagao de estruturas de capa de protema 
que protegem as extremidades dos cromossomos. Como os fibroblastos humanos, e mui¬ 
tas outras celulas somaticas humanas, nao produzem telomerase, seus telomeros se tor- 
nam mais curtos a cada divisao celular, e suas capas de protema protetoras se deterioram 
progressivamente. As extremidades expostas do DNA sao, por fim, percebidas com dano 
ao DNA, o que ativa uma interrupgao de ciclo celular dependente de p53. As celulas de 
roedores, por outro lado, mantem a atividade da telomerase quando se proliferam em cul- 
tura e, portanto, nao possuem tal mecanismo de limitagao da proliferagao dependente de 
telomeros. A expressao forgada da telomerase em fibroblastos humanos normais, usan- 
do tecnicas de engenharia genetica, bloqueia essa forma de senescencia. Infelizmente, a 
maioria das celulas cancerosas readquiriu a capacidade de produzir telomerase e, portan¬ 
to, manter a fungao dos telomeros a medida que se proliferam; o resultado e que elas nao 
sofrem o processo de senescencia celular replicativa. 

Sinais de proliferagao anormal ocasionam a interrupgao do ciclo 
celular ou a apoptose, exceto em celulas cancerosas 

Muitos componentes das vias de sinalizagao mitogenicas sao codificados por genes que 
foram originalmente identificados como genes promotores de cancer, pois mutagoes ne- 
les contribuem para o desenvolvimento do cancer. A mutagao de um unico aminoacido 
na pequena GTPase Ras, por exemplo, torna a protema permanentemente hiperativa, 
levando a constante estimulagao das vias de sinalizagao dependentes de Ras, mesmo na 
ausencia de estimulagao mitogenica. Similarmente, mutagoes que causam a superex- 
pressao da protema Myc estimulam o crescimento e a proliferagao celular em excesso, 
promovendo, desse modo, o desenvolvimento do cancer (discutido no Capitulo 20). 

Surpreendentemente, contudo, quando uma forma hiperativada de Ras ou Myc e ex- 
perimentalmente superproduzida na maioria das celulas normais, o resultado nao e a proli¬ 
feragao excessiva, mas o oposto: as celulas sofrem a interrupgao do ciclo celular permanente 
ou apoptose. A celula normal parece ser capaz de detectar a estimulagao mitogenica anor¬ 
mal, e responde impedindo divisoes adicionais. Tais respostas ajudam a impedir tanto a so- 
brevivencia como a proliferagao de celulas com varias mutagoes que promovem o cancer. 

Embora nao se saiba como uma celula detecta a estimulagao mitogenica excessiva, 
tal estimulagao muitas vezes leva a produgao de uma protema inibidora do ciclo celular 
chamada de Arf, que se liga e inibe a Mdm2. Como discutido anteriormente, a Mdm2 nor- 
malmente promove a degradagao da p53. A ativagao da Arf faz, portanto, os niveis de p53 
se elevarem, induzindo a interrupgao do ciclo celular ou apoptose (Figura 17-63). 

Como as celulas cancerosas podem se originar se esses mecanismos bloqueiam 
a divisao ou a sobrevivencia de celulas mutantes com sinais de proliferagao hiperativa? 
A resposta e que o sistema protetivo e frequentemente inativado em celulas de cancer 
por mutagoes nos genes que codificam componentes essenciais dos mecanismos de blo- 
queio, tais como Arf ou p53 ou protemas que ajudam a ativa-las. 

A proliferagao celular e acompanhada por crescimento celular 

Se as celulas se proliferassem sem crescer, ficariam progressivamente menores e nao have- 
ria aumento liquido da massa celular total. Portanto, na maioria das populagoes de celulas 
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Figura 17-63 Interrupgao do ciclo 
celular ou apoptose induzida pela 
estimulagao excessiva de vias mitoge- 
nicas. Niveis anormalmente altos de Myc 
ocasionam a ativagao da Art, que se liga 
e inibe a Mdm2, aumentando, com isso, 
os niveis de p53 (ver Figura 17-62). De- 
pendendo do tipo celular e das condigoes 
extracelulares, a p53 ocasiona, entao, a 
interrupgao do ciclo celular ou apoptose. 


em proliferagao, o crescimento celular acompanha a divisao celular. Em organismos de 
celula unica, como as leveduras, tanto o crescimento celular como a divisao celular reque- 
rem somente nutrientes. Em animais, por outro lado, tanto o crescimento celular como a 
divisao celular dependem de moleculas de sinalizagao extracelular, produzidas por outras 
celulas, que denominamos fatores de crescimento e mitogenos respectivamente. 

Como os mitogenos, os fatores de crescimento extracelulares que estimulam o cres¬ 
cimento das celulas animais se ligam a receptores na superficie celular e ativam vias de 
sinalizagao intracelular. Essas vias estimulam o acumulo de proteinas e outras macromo- 
leculas, e o fazem tanto aumentando sua taxa de smtese como diminuindo sua taxa de 
degradagao. Elas tambem aumentam a absorgao de nutrientes e a produgao do ATP neces- 
sario para promover a smtese de proteinas. Uma das mais importantes vias de sinalizagao 
intracelular ativada por receptores de fatores de crescimento envolve a enzima fosfoino- 
sitideo 3-cinase ( PI3-cinase), que adiciona um fosfato do ATP a posigao 3'do fosfolipideo 
inositol na membrana do plasma (discutido no Capitulo 15). A ativagao da PI 3-cinase leva 
a ativagao de uma cinase chamada de TOR, que esta no nucleo de vias reguladoras de cres¬ 
cimento em todos os eucariotos. TOR ativa muitos alvos na celula que estimula processos 
metabolicos, incluindo a smtese proteica. Um alvo e uma protema-cinase chamada de 
S6-cinase ( S6K ), que fosforila a proteina ribossomica S6, aumentando a capacidade dos 
ribossomos de traduzir um subconjunto de mRNAs que predominantemente codificam 
componentes ribossomicos. TOR indiretamente tambem ativa o fator de iniciagao da tra- 
dugao chamado eIF4E e, diretamente, ativa reguladores da transcrigao que promovem o 
aumento da expressao de genes que codificam subunidades ribossomicas (Figura 17-64). 
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Figura 17-64 Estimulagao do crescimen¬ 
to celular por fatores de crescimento 
extracelulares e nutrientes. A ocupagao 
dos receptores de superficie celular por 
fatores de crescimento leva a ativagao 
da PI 3-cinase, que promove a sintese 
de proteinas por uma complexa via de 
sinalizagao que leva a ativagao da proteina- 
-cinase TOR; nutrientes celulares, como 
aminoacidos, tambem auxiliam na ativagao 
da TOR. TOR fosforila multiplas proteinas 
para estimular a sintese de proteinas, como 
mostrado; ela tambem inibe a degradagao 
de proteinas (nao mostrado). Os fatores de 
crescimento tambem estimulam o aumento 
da produgao da proteina reguladora de 
transcrigao Myc (nao mostrado), que ativa a 
transcrigao de varios genes que promovem 
o metabolismo e o crescimento celular. A 
4E-BP e um inibidor do fator de iniciagao da 
tradugao elF4E. PI(4,5)P 2 , fosfatidilinositol 

4.5- bifosfato; PI(3,4,5)P 3 , fosfatidilinositol 

3.4.5- trisfosfato. 
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Figura 17-65 Mecanismos que potencialmente coordenam o crescimento e a divisao celular. Em ce- 

lulas em proliferagao, o tamanho celular e mantido por mecanismos que coordenam as taxas de divisao e de 
crescimento celular. Acredita-se que existam numerosos mecanismos alternatives de acoplamento, e distintos 
tipos celulares parecem empregar diferentes combinagoes desses mecanismos. (A) Em muitos tipos celulares - 
particularmente nas leveduras - a taxa de divisao celular e regida pela taxa de crescimento celular, de forma que 
a divisao ocorre somente quando a taxa de crescimento atinge urn certo limiar mfnimo; em leveduras, sao prin- 
cipalmente os nfveis de nutrientes extracelulares que regulam a taxa de crescimento e, desse modo, a taxa de di¬ 
visao celular. (B) Em alguns tipos de celulas animais, o crescimento e a divisao podem, cada urn, ser controlados 
por fatores extracelulares independentes (fatores de crescimento e mitogenos, respectivamente), e o tamanho 
celular depende dos nfveis relativos desses dois tipos de fatores. (C) Alguns fatores extracelulares podem estimu- 
lar tanto o crescimento como a divisao celular pela ativagao simultanea de vias de sinalizagao que promovem o 
crescimento e outras vias que promovem a progressao do ciclo celular. 
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OQUE NAO SABEMOS 

• A progressao atraves do ciclo ce¬ 
lular depende da fosforilagao de 
centenas de diferentes protefnas 
por complexos ciclina-Cdk. Quais 
sao os mecanismos moleculares 
que asseguram que essas protef¬ 
nas sao fosforiladas precisamente 
no tempo e local justos? 

• Durante a fase S, como sao con- 
troladas as histonas e suas enzi- 
mas modificadoras para replicar 
a estrutura da cromatina no DNA 
duplicado? 

• Qual a base estrutural da conden- 
sagao do cromossomo e como e 
estimulado o processo durante a 
mitose? 

• Quais sao os mecanismos pelos 
quais a fixagao e tensao dos mi- 
crotubulos sao detectados no 
cinetocoro por componentes do 
ponto de verificagao da formagao 
do fuso? 

• Como e coordenado o crescimen¬ 
to celular com a divisao celular 
para assegurar que o tamanho da 
celula permanega constante? 


Celulas em proliferagao geralmente coordenam o crescimento 
com a divisao 

Para que celulas em proliferagao mantenham um tamanho constante, elas devem co- 
ordenar o crescimento com a divisao celular, a fim de garantir que o tamanho celular 
dobre a cada divisao: se as celulas crescerem muito lentamente, ficarao menores a cada 
divisao, e se crescerem muito rapidamente, ficarao maiores a cada divisao. Nao esta claro 
como as celulas executam essa coordenagao, mas e provavel que multiplos mecanismos 
estejam envolvidos, os quais variam em diferentes organismos e mesmo em diferentes 
tipos celulares de um mesmo organismo (Figura 17-65). 

Entretanto, o crescimento e a divisao das celulas animais nem sempre sao coorde- 
nados. Em muitos casos, eles sao completamente desacoplados, a fim de permitir o cres¬ 
cimento sem divisao ou a divisao sem crescimento. As celulas musculares e as celulas 
nervosas, por exemplo, podem crescer dramaticamente apos terem se retirado de forma 
permanente do ciclo celular. Similarmente, os ovulos de muitos animais crescem ate um 
tamanho extremamente grande sem se dividirem; contudo, apos a fertilizagao, essa rela- 
gao e invertida, e muitos ciclos de divisao ocorrem sem crescimento. 

Em comparagao a divisao celular, existem, curiosamente, poucos estudos acer- 
ca de como o tamanho celular e controlado nos animais. O resultado e que ainda e um 
misterio como o tamanho celular e determinado e por que diferentes tipos celulares no 
mesmo animal crescem de forma a serem tao diferentes quanto ao tamanho. Um dos 
casos mais bem compreendidos em mamiferos e o do neurdnio simpatico adulto, que se 
retirou de forma permanente do ciclo celular. Seu tamanho depende da quantidade de 
fator de crescimento neural (NGF, nerve growth factor) secretado pelas celulas-alvo que 
ele enerva; quanto maior a quantidade de NGF a qual o neuronio tern acesso, maior ele 
se torna. Parece plausivel que os genes que uma celula expressa colocam limites quanto 
ao tamanho que ela pode ter, ao passo que moleculas-sinal extracelulares e nutrientes 
regulam o tamanho dentro desses limites. O desafio e identificar os genes e as molecu¬ 
las-sinal relevantes a cada tipo celular. 

Resumo 

Em animais multicelulares, o tamanho, a divisao e a sohrevivencia celular sao cuidadosa- 
mente controlados, a fim de assegurar que o organismo e seus orgaos atinjam e mantenham 
um tamanho apropriado. Os mitogenos estimulam a taxa de divisao celular ao removerem 
os mecanismos moleculares intracelulares que restringem a progressao do ciclo celular em 
G r Os fatores de crescimento promovem o crescimento celular (um aumento da massa ce¬ 
lular) pela estimulagao da sintese e pela inihigao da degradagao de macromoleculas. Para 
manter um tamanho de celula constante, as celulas em proliferagao empregam multiplos 
mecanismos que asseguram que o crescimento celular e coordenado com a divisao celular. 
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TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

17-1 Uma vez que existem cerca de 10 13 celulas em um 
humano adulto, e cerca de 10 10 celulas morrem e sao subs- 
tituidas todos os dias, a cada tres anos nos tornamos novas 
pessoas. 

17-2 A fim de que as celulas em proliferagao mantenham 
um tamanho relativamente constante, a duragao do ciclo ce¬ 
lular deve condizer com o tempo que a celula leva para do- 
brar de tamanho. 

17-3 Ao passo que outras protemas vem e vao durante o 
ciclo celular, as protemas do complexo de reconhecimento 
da origem permanecem ligadas ao DNA o tempo inteiro. 

17-4 Os cromossomos sao posicionados na placa metafa- 
sica por forgas iguais e opostas que os puxam em diregao aos 
dois polos do fuso. 

17-5 A meiose segrega homologos paternos em esperma- 
tozoides e homologos maternos em ovulos. 

17-6 Se pudessemos estimular a atividade da telomerase 
em todas as nossas celulas, poderiamos impedir o envelhe- 
cimento. 

Discuta as questoes a seguir. 

17-7 Muitos genes do ciclo celular de celulas humanas 
funcionam perfeitamente bem quando expressos em celu¬ 
las de levedura. Por que voce supoe que isso e considerado 
importante? Afinal, muitos genes humanos que codificam 
enzimas de reagoes metabolicas tambem funcionam em le- 
veduras, e ninguem considera isso extraordinario. 

17-8 Hoechst 33342 e um corante membrana-permeavel 
fluorescente quando esta ligado ao DNA. Quando a po- 
pulagao de celulas e incubada brevemente com o corante 
Hoechst e submetida a citometria de fluxo, que mede a fluo¬ 
rescencia de cada uma delas, as celulas apresentam varios 
mveis de fluorescencia, como mostrado na Figura Q17-1. 

A. Que celulas na Figura Q17-1 estao nas fases G 1; S, G 2 e M 
do ciclo celular? Explique sua resposta. 

B. Esboce as distributes de classificagao que seriam de 
se esperar para as celulas que foram tratadas com inibidores 
que bloqueiam o ciclo celular nas fases G 1; S, ou M. Explique 
seu raciocmio. 

Figura Q17-1 A analise da fluorescen¬ 
cia de Hoechst 33342 na populagao de 
celulas separadas em um citometro de 
fluxo. 


Fluorescencia relativa por celula 

17-9 A subunidade Sccl da coesina de levedura, que e es¬ 
sential para a coesao das cromatides-irmas, pode ser arti- 
ficialmente regulada para expressao em um ponto no ciclo 
celular. Se a expressao e ativada no comego da fase S, todas 



as celulas se dividem razoavelmente e sobrevivem. Por outro 
lado, se a expressao de Sccl esta ativada apenas apos a fase 
S estar completa, as celulas deixam de se dividir e morrem, 
ainda que a Sccl se acumule no micleo e interaja de maneira 
eficiente com os cromossomos. Por que voce supoe que a co¬ 
esina deve estar presente durante a fase S para que as celulas 
se dividam normalmente? 

17-10 Altas doses de cafema interferem na resposta ao 
dano do DNA em celulas de mamifero. Por que, entao, voce 
supoe que os medicos ainda nao emitiram um aviso apro- 
priado para bebedores de cafe forte e bebidas a base de cola? 
Uma xicara de cafe tipica (150 mL) contem 100 mg de cafema 
(196 g/mol). Quantas xicaras de cafe voce teria que beber 
para alcangar a dose (10 mM) necessaria para interferir na 
resposta ao dano do DNA? (Um adulto tipico contem cerca 
de 40 litros de agua.) 

17-11 Quantos cinetocoros existem em uma celula huma- 
na em mitose? 

17-12 Uma celula viva a partir do epitelio pulmonar de um 
tritao e mostrada em diferentes estagios da fase M na Figu¬ 
ra Q17-2. Ordene estas micrografias na sequencia correta e 
identifique o estagio em fase M que cada um representa. 



(D) (E) (F) 



Figura Q17-2 Micrografias opticas de uma unica celula em diferentes esta¬ 
gios da fase M. (Cortesia de Conly L. Rieder.) 


17-13 A sindrome de Down (trissomia do 21) e a sindrome 
de Edwards (trissomia do 18) sao as trissomias autossomicas 
mais comuns em humanos. Isso significa que esses cromos¬ 
somos sao os mais dificeis de serem segregados adequada- 
mente durante a meiose? 

17-14 O genoma humano consiste em 23 pares de cromos¬ 
somos (22 pares de autossomos e um par de cromossomos 
sexuais). Durante a meiose, conjuntos de pares homologos 
maternos e paternos sao separados em gametas, assim cada 
um contem 23 cromossomos. Se voce assume que os cro¬ 
mossomos homologos pareados sao distribuidos de modo 
aleatorio em celulas-filhas, quantas combinagoes potenciais 
de homologos paternos e maternos podem ser geradas du¬ 
rante a meiose? (Para propositos de calculo, assuma que nao 
ocorre recombinagao). 
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Morte celular 


CAPITULO 

18 


O crescimento, o desenvolvimento e a manutengao de organismos multicelulares de- 
pendem nao apenas da produgao de celulas, mas tambem de mecanismos que as des- 
troem. A manutengao do tamanho do tecido, por exemplo, requer que as celulas morram 
na mesma taxa em que sao produzidas. Durante o desenvolvimento, padroes cuidado- 
samente orquestrados de morte celular ajudam a determinar o tamanho e a forma dos 
membros e de outros tecidos. As celulas tambem morrem quando se tornam danificadas 
ou infectadas, que e uma forma de assegurar que elas sejam removidas antes que ame- 
acem a saude do organismo. Nesses e em muitos outros casos, a morte celular nao e um 
processo aleatorio, mas ocorre por uma sequencia de eventos moleculares programados, 
nos quais a celula se autodestroi sistematicamente e e fagocitada por outras celulas, nao 
deixando tragos. Na maioria dos casos, essa morte celular programada ocorre por um 
processo chamado apoptose - do grego, "cair” como as folhas de uma arvore. 

As celulas que morrem por apoptose sofrem modificagoes morfologicas caracte- 
risticas. Elas se encolhem e condensam, o citoesqueleto colapsa, o envelope nuclear se 
desfaz, e a cromatina nuclear se condensa e se quebra em fragmentos (Figura 18-1 A). 
A superficie da celula frequentemente abaula para o exterior e, se a celula for grande, 
rompe-se em fragmentos fechados por uma membrana, chamados corpos apoptoticos. 
A superficie da celula ou dos corpos apoptoticos torna-se quimicamente alterada, sendo 
rapidamente engolfada por uma celula vizinha ou um macrofago (uma celula fagociti- 
ca especializada, discutida no Capitulo 22), antes que ela possa liberar seus conteudos 
(Figura 18-IB). Dessa maneira, a celula morre de forma ordenada e e rapidamente eli- 
minada, sem causar uma resposta inflamatoria prejudicial. Pelo fato de as celulas serem 
fagocitadas e digeridas rapidamente, em geral existem poucas celulas mortas para serem 
vistas, mesmo quando um grande numero de celulas tenha morrido por apoptose. Tal- 
vez tenha sido por isso que os biologos ignoraram a apoptose por tantos anos e ainda 
podem subestimar sua extensao. 

Ao contrario da apoptose, as celulas animais que morrem em resposta a um dano 
agudo, como um trauma ou uma falta de suprimento sanguineo, geralmente morrem 
por um processo chamado de necrose celular. As celulas necrosadas se expandem e 
explodem, liberando seus conteudos sobre as celulas adjacentes e provocando uma 
resposta inflamatoria (Figura 18-1C). Em muitos casos, a necrose provavelmente e 
causada pela deplegao energetica, que leva a defeitos metabolicos e perda de gradien- 
tes ionicos que normalmente ocorrem atraves da membrana celular. Uma forma de ne¬ 
crose, chamada necroptose, e uma forma de morte celular programada disparada por 
um sinal regulador especifico de outras celulas, embora estejamos apenas comegando 
a entender seus mecanismos basicos. 

Algumas formas de morte celular programada ocorrem em muitos organismos, 
mas a apoptose e encontrada primeiramente em animais. Este capitulo se concentra nas 
principais fungoes da apoptose, seu mecanismo e regulagao, e como a apoptose excessi- 
va ou insuficiente pode contribuir para doengas humanas. 

Apoptose elimina celulas indesejadas 

A quantidade de morte celular apoptotica que ocorre no desenvolvimento e tecido ani¬ 
mal adulto e surpreendente. No sistema nervoso de vertebrados em desenvolvimento, 
por exemplo, mais da metade de tipos distintos de celulas nervosas normalmente mor¬ 
rem assim que sao formados. Parece um grande desperdicio que muitas celulas tenham 
que morrer, especialmente sendo a maioria perfeitamente saudavel no momento em 
que se matam. Para que proposito serve essa morte celular massiva? 
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Figura 18-1 Duas formas distintas de 
morte celular. Essas micrografias eletro- 
nicas mostram celulas que morreram por 
apoptose (A e B) ou por necrose (C). As 
celulas em (A) ou (C) morreram em uma 
placa de cultura, enquanto a celula em (B) 
morreu em urn tecido em desenvolvimento 
e foi engolfada por uma celula fagocitica. 
Observe que as celulas em (A) e (B) estao 
condensadas, mas parecem relativamente 
intactas, enquanto a celula em (C) parece 
ter explodido. Os grandes vacuolos visiveis 
no citoplasma da celula em (A) sao uma 
caractenstica variavel da apoptose. (Corte- 
sia de Julia Burne.) 



engolfada 



(A) 



Em alguns casos, a resposta e clara. A morte celular ajuda a esculpir maos e pes du¬ 
rante o desenvolvimento embrionario: eles comegam como estruturas em forma de pa, 
e os dedos individuals se separam apenas quando as celulas entre eles morrem, como 
ilustrado para uma pata de camundongo na Figura 18-2. Em outros casos, as celulas 
morrem quando a estrutura formada por elas nao e mais necessaria. Quando um girino 
se transforma em ra na metamorfose, as celulas da cauda morrem, e a cauda, que nao e 
necessaria para a ra, desaparece. A apoptose tambem funciona como um processo de 
controle de qualidade no desenvolvimento, eliminando celulas que sao anormais, po- 
sicionadas de forma incorreta, nao funcionais ou potencialmente perigosas ao animal. 
Exemplos surpreendentes ocorrem no sistema imune adaptativo de vertebrados, onde a 
apoptose elimina o desenvolvimento de linfocitos T e B que falham tanto em produzir re- 
ceptores antigeno-especificos potencialmente utilizaveis quanto em produzir receptores 
autorreativos que originam celulas potencialmente perigosas (discutido no Capitulo 24); 
ela tambem elimina muitos dos linfocitos ativados por uma infecgao, depois que tenham 
ajudado a destruir os microbios responsaveis. 

Em tecidos adultos que nao estao crescendo nem condensando, a morte celular e 
a divisao celular devem ser firmemente reguladas para assegurar que estejam em exato 
equilibrio. Se parte do figado e removida em um rato adulto, por exemplo, a proliferagao 
de celulas do figado aumenta para compensar a perda. Ao contrario, se o rato e tratado 
com fenobarbital - que estimula a divisao de celulas do figado (e, consequentemente, o 
aumento do figado) - e entao o tratamento e finalizado, a apoptose no figado aumenta 
bastante ate que o figado tenha retornado ao seu tamanho original, geralmente dentro 
de uma semana. Entao, o figado e mantido em um tamanho constante por meio da regu- 
lagao da taxa de morte e de nascimento celular. Os mecanismos de controle responsaveis 
por essa regulagao sao em grande parte desconhecidos. 

As celulas animais podem reconhecer dano em suas varias organelas e, se o dano 
for grande o suficiente, elas podem matar a si mesmas entrando em apoptose. Um exem¬ 
plo importante e o dano no DNA, que pode produzir mutagoes que promovem cancer 
se nao forem reparadas. As celulas possuem varias vias de detecgao de danos no DNA e 
entram em apoptose caso nao possam repara-los. 


Figura 18-2 Forma^ao dos dedos na pata 
do camundongo em desenvolvimento 
por apoptose. (A) A pata, nesse feto de 
camundongo, foi marcada com um corante 
que marca especificamente as celulas que 
sofreram apoptose. As celulas apoptoticas 
aparecem como pontos verdes brilhantes entre 
os dedos em desenvolvimento. (B) A morte de 
celulas interdigitais eliminou o tecido entre os 
dedos em desenvolvimento, como visto um 
dia mais tarde, quando existem poucas celulas 
apoptoticas. (De W. Wood et al., Development 
127:5245-5252, 2000. Com permissao de The 
Company of Biologists.) 


A apoptose depende de uma cascata proteolftica intracelular 
mediada por caspases 

A apoptose e disparada por membros de uma familia de proteases intracelulares espe- 
cializadas, que clivam sequencias especificas em numerosas protemas dentro da celula, 
proporcionando, assim, mudangas dramaticas que levam a morte celular e ao engolfa- 
mento. Essas proteases tern uma cistema no seu sitio ativo e clivam suas protemas-alvo 
em acidos asparticos especificos; elas sao entao chamadas de caspases (c para cistema e 
asp para acido aspartico). As caspases sao sintetizadas na celula como precursores inati- 
vos e sao ativadas apenas durante a apoptose. Existem duas principais classes de caspa¬ 
ses apoptoticas: caspases inciadoras e caspases executoras. 
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Figura 18-3 Ativagao da caspase du¬ 
rante a apoptose. Uma caspase iniciado¬ 
ra contem um dominio de protease na sua 
regiao carboxiterminal e um pequeno do- 
mfnio de interagao com uma proteina per- 
to do seu aminoterminal. Os sinais apop- 
toticos disparam um conjunto de proteinas 
adaptadoras, carregando multiplos sftios 
de ligagao para o dominio aminoterminal 
da caspase. Uma vez que as proteinas 
adaptadoras tenham se ligado, as caspases 
iniciadoras dimerizam e sao, desse modo, 
ativadas, levando a clivagem de um sftio 
especffico nos seus domfnios de protease. 
Cada dominio de protease e assim rear- 
ranjado em uma subunidade maior e uma 
menor. Em alguns casos (nao mostrado), 
o dominio de ligagao ao adaptador da 
caspase iniciadora e tambem clivado (ver 
Figura 18-5). As caspases executoras sao 
inicialmente formadas como dimeros 
inativos. Apos a clivagem em um sftio do 
dominio da protease por uma caspase 
iniciadora, o dfmero de caspase executora 
sofre uma mudanga conformacional que 
o ativa. Entao, a caspase executora cliva 
uma variedade de protefnas-chave, levan¬ 
do a morte controlada da celula. 


As caspases iniciadoras ; como indica seu nome, iniciam o processo apoptotico. 
Elas normalmente existem como monomeros soluveis e inativos no citosol. Um sinal 
apoptotico dispara a montagem de grandes plataformas proteicas que congregam mul- 
tiplas caspases iniciadoras em grandes complexos. Dentro desses complexos, pares de 
caspases se associam para formar dimeros, resultando na ativagao da protease (Figu¬ 
ra 18-3). Cada caspase no dimero, entao, cliva seu parceiro em um sitio especifico no 
dominio de protease, o que estabiliza o complexo ativo e e requerido para o funciona- 
mento apropriado da enzima na celula. 

A principal fungao das caspases iniciadoras e ativar as caspases executoras. 
Estas normalmente existem como dimeros inativos. Quando sao clivadas por uma 
caspase iniciadora no sitio no dominio da protease, o sitio ativo e rearranjado de uma 
conformagao inativa para uma ativa. Um complexo de caspase inciadora pode ativar 
muitas capases executoras, resultando em uma amplificagao da cascata proteolitica. 
Uma vez ativada, caspases executoras catalisam os diversos eventos de clivagem de 
proteinas que matam a celula. 

Varias abordagens experimentais tern levado a identificagao de mais de 1.000 
proteinas que sao clivadas por caspases durante a apoptose. Apenas algumas dessas 
proteinas tern sido estudadas em detalhe. Estas incluem as laminas nucleares, cuja 
clivagem provoca a degradagao irreversivel da lamina nuclear (discutido no Capitulo 
12). Outro alvo e uma proteina que normalmente detem uma endonuclease que degra- 
da DNA em uma forma inativa; sua clivagem libera a endonuclease para fragmentar o 
DNA no nucleo da celula (Figura 18-4). Outras proteinas-alvo incluem componentes 
do citoesqueleto e proteinas de adesao celula-celula que ligam as celulas as suas vizi- 
nhas; a clivagem dessas proteinas ajuda a celula apoptotica a arredondar-se e desligar- 
-se das suas vizinhas, tornando mais facil para uma celula vizinha engolfa-la, ou, no 
caso de uma celula epitelial, para a celula vizinha retirar a celula apoptotica da camada 
celular. A cascata da caspase nao e apenas destrutiva e autoamplificavel, mas tambem 
e irreversivel; assim, uma vez que a celula comega a via para a destruigao, ela nao pode 
voltar atras. 

Como a primeira caspase inciadora e ativada em resposta a um sinal apoptotico? 
Os dois mecanismos de ativagao mais bem entendidos em celulas de mamiferos sao cha- 
mados de via extrinseca e via intrmseca ou mitocondrial. Cada uma usa a sua propria 
caspase iniciadora e sistema de ativagao, como vamos discutir. 
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Figura 18-4 Fragmentagao do DNA durante a apoptose. (A) Em celulas saudaveis, a endonuclease CAD se 
associa com seu inibidor, iCAD. A ativagao de caspases executoras na celula leva a clivagem de iCAD, que libera a nu¬ 
clease. CAD ativada corta o DNA cromossomico entre nucleossomos, resultando na produgao de fragmentos de DNA 
que formam urn padrao em escada ( ladder ) (veja B) na eletroforese em gel. (B) Os linfocitos de timo de camundongo 
foram tratados com urn anticorpo contra o receptor de morte Fas, de superficie celular (discutido no texto), induzin- 
do as celulas a entrarem em apoptose. 0 DNA foi extraido nos tempos indicados na figura e os fragmentos foram 
separados por tamanho por eletroforese em gel de agarose e corados com brometo de etidio. Como as clivagens 
ocorrem nas regioes de ligagao entre os nucleossomos, os fragmentos se separam em urn padrao caracterfstico de 
escada no gel. Observe que na eletroforese em gel, pequenas moleculas sao mais amplamente separadas na parte de 
baixo do gel, dessa forma a remogao de urn unico nucleossomo tern urn enorme efeito aparente na sua mobilidade 
em gel. (C) Os nucleos apoptoticos podem ser detectados usando uma tecnica que adiciona uma marca fluorescente 
nas extremidades do DNA. Na imagem mostrada aqui, essa tecnica foi usada em urn corte de tecido de urn broto de 
perna de pinto em desenvolvimento; esse corte transversal atraves da pele e do tecido subjacente e de uma regiao 
entre dois digitos em desenvolvimento, tal como indicado na ilustragao da parte inferior da figura. 0 procedimento 
e chamado de TUNEL (J6J-mediated dUTP nick end labeling), porque a enzima desoxinucleotidiltransferase terminal 
(TdT) adiciona cadeias do desoxinucleotideo (dUTP) marcado a terminagao 3'-OH do fragmento de DNA. A presenga 
de urn grande numero de fragmentos de DNA resulta, dessa forma, em pontos fluorescentes brilhantes em celulas 
apoptoticas. (B, de D. Mcllroy et al., Genes Dev. 14:549-558, 2000. Com permissao de Cold Spring Harbor Labora¬ 
tory Press; C, de V. Zuzarte-Luis e J.M. Hurle, Int. J. Dev. Biol. 46:871-876, 2002. Com permissao de UBC Press.) 

Receptores de morte na superficie celular ativam a via extrmseca 
da apoptose 

A ligagao de protemas de sinalizagao extracelular a receptores de morte na superficie 
celular dispara a via extrmseca da apoptose. Os receptores de morte sao protemas trans- 
membrana contendo um dominio extracelular de ligagao ao ligante, um dominio trans- 
membrana unico e um dominio de morte intracelular, o qual e requerido pelos recep¬ 
tores para ativar o programa apoptotico. Os receptores sao homotrimeros e pertencem 
a farmlia de receptores do fator de necrose tumoral ( TNF , tumor necrosis factor), o qual 
inclui um receptor para o proprio TNF e o receptor de morte Fas. Os ligantes que ativam 
os receptores de morte tambem sao homotrimeros; eles sao estruturalmente relaciona- 
dos e pertencem a familia TNF de protemas sinalizadoras. 

Um exemplo bem entendido de como os receptores de morte disparam a via ex¬ 
trmseca da apoptose e a ativagao de Fas na superficie da celula-alvo pelo ligante Fas 
na superficie de um linfocito (citotoxico) matador. Quando ativado pela ligagao do li¬ 
gante Fas, dommios de morte na cauda citosolica dos receptores de morte Fas, ligam- 
-se a protemas adaptadoras intracelulares, que, por sua vez, ligam caspases iniciadoras 
(caspase-8 principalmente), formando um complexo de sinalizagao indutor de morte 
(DISC). Uma vez dimerizada e ativada em DISC, as caspases iniciadoras clivam seus par- 
ceiros e entao ativam caspases executoras a jusante ( downstream ) para induzir apoptose 
(Figura 18-5). Em algumas celulas a via extrmseca recruta a via apoptotica intrinseca 
para amplificar a cascata da caspase e matar a celula. 
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Celula-alvo apoptotica 


Muitas celulas produzem protemas inibidoras que agem para controlar a via ex¬ 
trinseca. Algumas celulas, por exemplo, produzem a protema FLIP que se assemelha a 
caspase iniciadora mas nao possui atividade de protease, porque falta a cistema-chave 
no seu sitio ativo. FLIP dimeriza-se com caspase-8 no complexo DISC; embora a caspa- 
se-8 parega ser ativa nesses hetero dimero s, ela nao e clivada no sitio requerido para sua 
ativagao estavel e o sinal apoptotico e bloqueado. Tais mecanismos inibidores ajudam a 
prevenir a ativagao inapropriada da via extrinseca da apoptose. 

A via intrinseca da apoptose depende da mitocondria 

As celulas podem ativar tambem seus programas de apoptose de dentro da celula, fre- 
quentemente em resposta ao estresse, tal como o dano do DNA ou em resposta a sinais 
de desenvolvimento. Em celulas de vertebrados, essas respostas sao governadas por vias 
apoptoticas intrinsecas ou mitocondriais, que dependem da liberagao de protemas 
mitocondriais no citosol, que normalmente residem no espago intermembrana dessas 
organelas (ver Figura 12-19). Algumas das protemas liberadas ativam a cascata proteoli- 
tica de caspases no citoplasma, levando a apoptose. 

Uma protema-chave na via intrinseca e o citocromo c, um componente soluvel em 
agua da cadeia transportadora de eletrons da mitocondria. Quando liberada no citosol 
(Figura 18-6), ela assume uma nova fungao: liga-se a uma protema adaptadora chama- 
da Apafl (fator 1 de ativagao da protease apoptotica ), promovendo a oligomerizagao de 
Apafl em um heptamero tipo roda, chamado apoptossomo. Entao as protemas Apafl 
no apoptossomo recrutam as protemas caspase-9 inciadoras, que, acredita-se serem ati- 
vadas pela proximidade no apoptossomo, tal como a caspase-8 e ativada em DISC. As 
moleculas caspases-9 ativadas ativam entao caspases executoras para induzir apoptose 
(Figura 18-7). 

Proteinas Bcl2 regulam a via intrinseca da apoptose 

Avia intrinseca da apoptose e firmemente regulada para assegurar que celulas cometam 
suicidio apenas quando for apropriado. A principal classe de reguladores intracelulares 
da via intrinseca e a familia de protemas Bcl2, as quais, como a familia das caspases, sao 
conservadas de vermes a humanos ao longo da evolugao; a protema Bcl2 humana, por 
exemplo, pode suprimir a apoptose quando expressa em vermes Caenorhabditis elegans. 

As protemas da familia Bcl2 de mamiferos regulam a via intrinseca da apoptose, 
principalmente controlando a liberagao, no citosol, de citocromo c e de outras protemas 
mitocondriais intermembrana. Algumas protemas da familia Bcl2 sao pro-apoptoticas 


Figura 18-5 A via extrinseca da apop¬ 
tose ativada por meio de receptores 
de morte Fas. Ligantes trimericos Fas na 
superficie de linfocitos killer interagem 
com receptores Fas trimericos na superficie 
da celula-alvo, levando a um agrupamento 
de muitos receptores trimericos de ligagao 
ao ligante (para maior clareza, apenas um 
trimero e mostrado aqui). 0 agrupamento 
dos receptores ativa dominios de morte 
nas caudas dos receptores, que interagem 
com dominios similares na proteina adap¬ 
tadora FADD (FADD de dominio de morte 
associado a Fas; do ingles: Fas-associated 
death domain). Entao, cada proteina FADD 
recruta uma caspase iniciadora (caspase-8) 
por meio de um dominio efetor de morte 
em ambos, FADD e caspase, formando um 
complexo de sinalizagao indutor de morte 
(DISC). No DISC, duas caspases iniciadoras 
adjacentes interagem e clivam uma a 
outra para formar um dimero de protease 
ativo, que entao se autocliva na regiao de 
ligagao da protease ao dominio efetor de 
morte. Isso estabiliza e libera o dimero ati¬ 
vo da caspase no citosol, que entao ativa 
caspases executoras, clivando-as. 














1026 PARTE IV Organizagao interna da celula 


Figura 18-6 Liberagao do citocromo 
cda mitocondria na via intrinseca da 
apoptose. Micrografias de fluorescencia 
de celulas de cancer humanas em cultura. 
(A) Celulas-controle foram transfectadas 
com um gene que codifica uma proteina 
de fusao consistindo no citocromo c ligado 
a proteina verde fluorescente (citocromo 
c-GFP); elas tambem foram tratadas com 
um corante vermelho que se acumula na 
mitocondria. A distribuigao sobreposta de 
verde e vermelho indica que o citocromo 
c-GFP esta localizado na mitocondria. (B) 
As celulas que expressam o citocromo c- 
-GFP foram irradiadas com luz ultravioleta 
(UV) para induzir a via intrinseca da apop¬ 
tose e foram fotografadas 5 horas mais 
tarde. As seis celulas na metade inferior 
dessa micrografia liberaram seus citocro- 
mos c da mitocondria no citosol, enquanto 
as celulas da metade superior da micro¬ 
grafia ainda nao liberaram (Animagao 
18.1). (De J.C. Goldstein et al., Nat Cell 
Biol. 2:156-162, 2000. Com permissao de 
Macmillan Publishers Ltd.) 
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e promovem a apoptose atraves do aumento da libertagao, ao passo que outras sao an¬ 
tiapoptoticas e inibem a apoptose atraves do bloqueio da libertagao. As protemas pro- 
-apoptoticas e antiapoptoticas podem se ligar umas as outras em varias combinagoes 
para formar heterodimeros, nos quais as duas protemas inibem as fungoes umas das 
outras. O balango entre as atividades dessas duas classes funcionais de protemas da fa¬ 
milia Bcl2 determina se celulas de mamiferos vivem ou morrem pela via intrinseca da 
apoptose. 

Como ilustrado na Figura 18-8, as protemas antiapoptoticas da familia Bcl2, in- 
cluindo a propria Bcl2 (membro fundador da familia Bcl2) e BclX L , compartilham quatro 
dommios (BH1-4J homologos (BH) caracteristicos de Bcl2. As protemas pro-apoptoticas 
da familia Bcl2 consistem em duas subfamilias - as protemas efetoras da familia Bcl2 e as 
proteinas BH3-apenas. As protemas efetoras principais sao Bax e Bale, que sao estrutu- 
ralmente similares a Bcl2 sem o dominio BH4. As protemas BH3-apenas compartilham 
homologia de sequencia com Bcl2 somente no dominio BH3. 


Apafl 


it 



— CARD 



Ativagao da caspase-9, que 
cliva e ativa, dessa forma, 
caspases executoras 

i 


CASCATA DAS CASPASES 
LEVANDO A APOPTOSE 


Figura 18-7 A via intrinseca da apoptose. Estimulos apoptoticos intracelulares provocam a liberagao do citocromo c na mitocondria, que interage com 
Apafl. A ligagao do citocromo c induz Apafl a se desenovelar parcialmente, expondo um dominio que interage com o mesmo dominio em outras moleculas 
de Apafl ativadas. Sete proteinas Apafl ativadas formam um grande complexo na forma de um anel chamado apoptossoma. Cada proteina Apafl contem um 
dominio de recrutamento da caspase (CARD), e esses sao agrupados acima do eixo central do apoptossoma. CARDs ligam-se em donmnios similares em mul- 
tiplas moleculas de caspase-9, que sao entao recrutadas para o apoptossoma e ativadas. O mecanismo de ativagao da caspase-9 ainda nao e bem entendido: 
provavelmente resulta da dimerizagao e clivagem de proteinas caspase-9 adjacentes, mas poderia tambem depender de interagoes entre caspase-9 e Apafl. 
Uma vez ativada, a caspase-9 cliva, ativando, dessa forma, as caspases executoras a jusante. Observe que CARD esta relacionada em estrutura e fungao com o 
dominio efetor de morte da caspase-8 (ver Figura 18-5). Alguns cientistas usam o termo "apoptossoma" para se referir ao complexo contendo caspase-9. 
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Figura 18-8 As tres classes de protef- 
nas da famflia Bcl2. Observe que o do- 
mfnio BH3 e o unico domfnio BH compar- 
tilhado por todos os membros da famflia 
Bcl2; ele medeia interagoes diretas entre 
membros das famflias pro-apoptotica e 
antiapoptotica. 


Quando um estimulo apoptotico dispara a via intrinseca, proteinas efetoras da 
familia Bcl2 pro-apoptoticas tornam-se ativadas e se agregam para formar oligomeros 
na membrana externa da mitocondria, induzindo a liberagao do citocromo c e outras 
proteinas intermembranas por um mecanismo desconhecido (Figura 18-9). Em celu- 
las de mamiferos, Bax e Bak sao as principals proteinas efetoras da familia Bcl2 ; e ao 
menos uma delas e necessaria para a via intrinseca de apoptose funcionar: as celulas 
de camundongo mutantes sem ambas as proteinas sao resistentes a todos os sinais pro- 
-apoptoticos que normalmente ativam essa via. Enquanto Bak esta ligada a membrana 
externa mitocondrial, mesmo na ausencia de um sinal apoptotico, Bax esta principal- 
mente localizada no citosol e se transloca para a mitocondria apenas depois que um 
sinal apoptotico a ativa. Como discutido a seguir, a ativagao de Bax e Bak geralmente 
depende de proteinas pro-apoptoticas BH3-apenas ativadas. 

As proteinas da familia Bcl2 antiapoptoticas, como Bcl2 e BclX L , tambem estao 
localizadas na superficie citosolica da membrana mitocondrial externa, onde ajudam a 
impedir a liberagao inapropriada de proteinas intermembrana. As proteinas da familia 
Bcl2 antiapoptoticas inibem a apoptose principalmente pela ligagao e inibigao de protei¬ 
nas da familia Bcl2 pro-apoptoticas - tanto na membrana mitocondrial como no citosol. 
Na membrana mitocondrial externa, por exemplo, elas ligam-se a Bak e impedem a sua 
oligomerizagao, consequentemente inibindo a liberagao de citocromo c e outras protei¬ 
nas intermembranas. Existem ao menos cinco proteinas da familia Bcl2 antiapoptoticas 
em mamiferos, e cada celula de mamifero requer ao menos uma para sobreviver. En- 
tretanto, um niimero dessas proteinas deve ser inibido para que a via intrinseca induza 
apoptose; as proteinas BH3-apenas fazem a mediagao da inibigao. 

As proteinas BH3-apenas sao a maior subclasse de proteinas da familia Bcl2. 
A celula tanto as produz como as ativa em resposta a um estimulo apoptotico, e elas 
sao conhecidas por promoverem a apoptose principalmente pela inibigao de proteinas 
antiapoptoticas. Seus dominios BH3 ligam-se a uma fenda hidrofobica longa nas pro- 
teinas da familia Bcl2 antiapoptoticas, neutralizando sua atividade. Essa ligagao e a ini¬ 
bigao permitem o agregamento de Bax e Bak na superficie da mitocondria, a qual dis¬ 
para a liberagao de proteinas mitocondriais intermembranas que induzem a apoptose 



Figura 18-9 O papel de proteinas 
efetoras pro-apoptoticas da famflia 
Bcl2 (principalmente Bax e Bak) na 
liberagao de proteinas intermembra¬ 
na mitocondriais na via intrinseca 
da apoptose. Quando ativadas por um 
estfmulo apoptotico, as proteinas efetoras 
da famflia Bcl2 se agregam na membrana 
externa mitocondrial e liberam citocromo 
c e outras proteinas do espago intermem¬ 
branas para o citosol, por um mecanismo 
desconhecido. 
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(Figura 18-10). Algumas protemas BH3-apenas podem ligar-se diretamente a Bax e Bale 
para ajudar a estimular sua agregagao. 

As protemas BH3-apenas proporcionam a ligagao crucial entre estimulos apopto- 
ticos e a via intrinseca da apoptose, com diferentes estimulos ativando diferentes protei- 
nas BH3-apenas. Alguns sinais de sobrevivencia extracelulares, por exemplo, impedem 
a apoptose pela inibigao da smtese ou atividade de certas protemas BH3-apenas (ver 
Figura 18-12B). Similarmente, em resposta ao dano do DNA que nao pode ser reparado, 
as protemas p53 supressoras de tumor se acumulam (discutido nos Capitulos 17 e 20) e 
ativam a transcrigao de genes que codificam protemas BH3-apenas Puma e Noxa. Essas 
protemas BH3-apenas disparam a via intrinseca, eliminando, desse modo, uma celula 
potencialmente perigosa, que, caso contrario, poderia se tornar cancerosa. 

Como mencionado anteriormente, em algumas celulas, a via apoptotica extrinse- 
ca recruta a via intrinseca para amplificar a cascata de caspase para matar a celula. A 
protema BH3-apenas Bid e a conexao entre as duas vias. Bid esta normalmente inativa. 
Contudo, quando receptores de morte ativam a via extrinseca em algumas celulas, a cas¬ 
pase iniciadora, caspase-8, cliva Bid, produzindo uma forma ativa de Bid que se trans- 
loca para a membrana externa mitocondrial e inibe protemas antiapoptoticas da familia 
Bcl2, amplificando assim o sinal de morte. 

IAPs ajudam no controle das caspases 

Pelo fato de a ativagao da cascata de caspases causar morte certa, as celulas empregam 
multiplos mecanismos robustos para assegurar que essas proteases sejam ativadas 
apenas quando necessario. Uma linha de defesa e fornecida por uma familia de pro- 


Figura 18-10 Como as protemas da 
familia Bcl2 antiapoptoticas e BH3- 
-apenas pro-apoptoticas regulam a via 
intrinseca da apoptose. (A) Na ausencia 
de estimulos apoptoticos, as proteinas 
antiapoptoticas da familia Bcl2 se ligam e 
inibem proteinas efetoras da familia Bcl2 
na membrana externa mitocondrial (e no 
citosol - nao mostrado). (B) Na presenga 
de estimulos apoptoticos, as proteinas 
BH3-apenas sao ativadas e se ligam a 
proteinas antiapoptoticas da familia Bcl2, 
assim elas ja nao podem inibir proteinas 
efetoras da familia Bcl2; essas ultimas 
tornam-se ativadas, agregam-se na mem¬ 
brana externa da mitocondria e promovem 
a liberagao de proteinas intermembranas 
mitocondriais para o citosol. Algumas 
proteinas BH3-apenas ativadas podem 
estimular a liberagao de proteinas mito¬ 
condriais de modo indireto por meio da 
ligagao e ativagao de proteinas efetoras da 
familia Bcl2. Apesar de nao mostrado, as 
proteinas antiapoptoticas da familia Bcl2 
estao ligadas a superffeie mitocondrial. 
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teinas chamadas inibidores de apoptose (IAPs). Essas proteinas foram inicialmente 
identificadas em certos virus de insetos (baculovirus), que codificam as proteinas IAP 
para evitar que a celula hospedeira infectada pelo virus cometa suicldio por apoptose. 
Sabe-se atualmente que muitas celulas animais tambem produzem proteinas IAP. 

Todas IAPs tern um ou mais dommios BIR (repetigoes IAP de baculovirus, de bacu¬ 
lovirus IAP repeat), que permitem a elas ligarem-se e inibirem caspases ativadas. Algu- 
mas IAPs tambem fazem a poliubiquitinagao das caspases, marcando as caspases para 
destruigao pelos proteassomos. Dessa maneira, as IAPs estabelecem um limiar inibidor 
que caspases devem cruzar para disparar a apoptose. 

Ao menos na Drosophila, a barreira inibidora proporcionada pelas IAPs pode ser 
neutralizada por proteinas anti-IAP, as quais sao produzidas em resposta a varios estl- 
mulos apoptoticos. Existem numerosos anti-IAPs em moscas, incluindo Reaper, Grim e 
Hid, e sua unica semelhanga estrutural e o motivo pequeno, N-terminal de ligagao a IAP, 
o qual liga o dominio BIR de IAPs, impedindo o dominio de se ligar a uma caspase. A 
delegao dos tres genes que codificam Reaper, Grim e Hid bloqueia a apoptose em mos¬ 
cas. Inversamente, a inativagao de um dos dois genes que codificam IAPs em Drosophila 
faz todas as celulas do embriao da mosca em desenvolvimento entrarem em apoptose. 
Claramente, o balango entre IAPs e anti-IAPs e firmemente regulado, sendo crucial para 
o controle da apoptose em moscas. 

O papel das proteinas IAP e anti-IAP na apoptose e menos claro. As anti-IAPs sao 
liberadas do espago intermembrana mitocondrial quando a via intrinseca da apoptose 
e ativada, bloqueando IAPs no citosol e, dessa maneira, promovendo a apoptose. Con- 
tudo, camundongos parecem se desenvolver normalmente caso percam a principal IAP 
de mamiferos (chamado XIAP) ou as duas anti-IAPs de mamiferos conhecidas (chama¬ 
das de Smac/Diablo e Omi). Vermes nem sempre contem uma protema IAP inibidora de 
caspase. Aparentemente, o firme controle da atividade da caspase e feito por distintos 
mecanismos em diferentes animais. 

Fatores de sobrevivencia extracelulares inibem a apoptose de 
varios modos 

Sinais intercelulares regulam muitas atividades em celulas animais, incluindo a apop¬ 
tose. Esses sinais extracelulares fazem parte dos controles "sociais” normais que asse- 
guram que celulas individuals se comportem para o bem do organismo como um todo 
- e, nesse caso, pela sobrevivencia quando sao necessarias e se matando quando nao 
sao necessarias. Algumas moleculas de sinalizagao extracelular estimulam a apoptose, 
enquanto outras a inibem. Apresentamos protemas-sinal como o ligante Fas que ativam 
receptores de morte e entao disparam a via extrinseca da apoptose. Outras moleculas 
de sinalizagao extracelular que estimulam a apoptose sao especialmente importantes 
durante o desenvolvimento de vertebrados: um pico do hormonio da tireoide no sangue, 
por exemplo, sinaliza celulas da cauda de girinos a entrarem em apoptose na metamor- 
fose. Em camundongos, as proteinas sinalizadoras produzidas localmente estimulam 
celulas entre os dedos da mao e do pe a se matarem (ver Figura 18-2). Aqui, entretanto, 
enfocamos moleculas de sinalizagao extracelular que inibem a apoptose, que, juntas, sao 
chamadas de fatores de sobrevivencia. 

Muitas celulas animais requerem sinalizagao continua de outras celulas para evi¬ 
tar a apoptose. Essa surpreendente combinagao aparentemente ajuda a assegurar que 
celulas sobrevivam apenas quando e onde sao necessarias. As celulas nervosas, por 
exemplo, sao produzidas em excesso no desenvolvimento do sistema nervoso e entao 
competem por quantidades limitadas de fatores de sobrevivencia que sao secretados 
pelas celulas-alvo as quais elas normalmente se conectam (ver Figura 21-81). As celu¬ 
las nervosas que recebem sinais de sobrevivencia suficientes vivem, enquanto as outras 
morrem. Dessa maneira, o numero de neuronios sobreviventes e automaticamente ajus- 
tado, sendo apropriado para o numero de celulas-alvo conectadas (Figura 18-11). Uma 
competigao similar por quantidades limitadas de fatores de sobrevivencia produzidos 
por celulas vizinhas e conhecida por controlar o numero celular em outros tecidos du¬ 
rante o desenvolvimento e a idade adulta. 
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Figura 18-11 O papel dos fatores de 
sobrevivencia e morte celular no ajus- 
te do numero de celulas nervosas em 
desenvolvimento para a quantidade 
de tecido-alvo. Mais celulas nervosas sao 
produzidas do que podem ser mantidas 
pela quantidade limitada de fatores de 
sobrevivencia liberados por celulas-alvo. 
Por conseguinte, algumas celulas nervosas 
recebem uma quantidade insuficiente 
de fatores de sobrevivencia para evitar a 
apoptose. Essa estrategia de superprodu- 
gao seguida por selegao ajuda a assegurar 
que todas as celulas-alvo sejam contata- 
das por celulas nervosas e que as celulas 
nervosas extras sejam automaticamente 
eliminadas. 


Corpo da 
celula 
nervosa 

Axonio da 
celula 
nervosa 


Celulas nervosas 





Os fatores de sobrevivencia geralmente se ligam a receptores da superficie celu¬ 
lar, que ativam vias de sinalizagao intracelulares que suprimem o programa apoptotico, 
frequentemente por meio da regulagao de protemas da familia Bcl2. Alguns fatores de 
sobrevivencia, por exemplo, estimulam a smtese de protemas antiapoptoticas da fami¬ 
lia Bcl2, tal como a propria Bcl2 ou BclX L (Figura 18-12A). Outros agem por inibigao 
da fungao de protemas pro-apoptoticas BH3-apenas, como Bad (Figura 18-12B). Em 
Drosophila , alguns fatores de sobrevivencia agem fosforilando e inativando protemas 
anti-IAP tal como Hid, permitindo assim que protemas IAP suprimam apoptose (Figura 
18-12C). Alguns neuronios em desenvolvimento, como aqueles ilustrados na Figura 18- 
11, usam uma abordagem alternativa engenhosa: receptores de fatores de sobrevivencia 
estimulam apoptose - por um mecanismo desconhecido - quando nao estao ocupados 
e, entao, param de promover a morte quando fatores de sobrevivencia estao ligados. O 
resultado em todos esses casos e o mesmo: a sobrevivencia celular depende da ligagao 
do fator de sobrevivencia. 


Fagocitos removem celulas apoptoticas 


Figura 18-12 Tres maneiras pelas quais 
os fatores de sobrevivencia extrace- 
lulares podem inibir a apoptose. (A) 

Alguns fatores de sobrevivencia suprimem 
a apoptose estimulando a transcrigao de 
genes que codificam protefnas antiapop¬ 
toticas da familia Bcl2, tal como a propria 
Bcl2 ou BcIX l . (B) Muitos outros ativam 
a proteina serina/treonina-cinase Akt, 
que, entre muitos outros alvos, fosforila e 
inativa Bad, uma proteina pro-apoptotica 
BH3-apenas, (ver Figura 15-53). Quando 
nao fosforilada, Bad promove a apoptose, 
ligando-se e inibindo Bcl2; uma vez fosfo¬ 
rilada, Bad dissocia-se, liberando Bcl2 para 
suprimir a apoptose. A Akt tambem supri- 
me a apoptose fosforilando e inativando 
protefnas reguladoras de transcrigao que 
estimulam a transcrigao de genes que co¬ 
dificam protefnas que promovem a apop¬ 
tose (nao mostrado). (C) Em Drosophila, 
alguns fatores de sobrevivencia inibem a 
apoptose estimulando a fosforilagao da 
proteina anti-IAP Hid. Quando nao fosfori¬ 
lada, Hid promove a morte celular inibindo 
lAPs. Uma vez fosforilada, Hid nao mais 
inibe as lAPs, que se tornam ativas e blo- 
queiam a apoptose. MAP-cinase (protefna- 
-cinase ativada por mitogenos) 


A morte da celula por apoptose e um processo extraordinariamente organizado: a celu¬ 
la apoptotica e seus fragmentos nao se rompem e liberam seus conteudos, mas em vez 
disso, permanecem intactas para serem eficientemente comidas - ou fagocitadas - por 
celulas vizinhas, nao deixando tragos e, portanto, sem disparar nenhuma resposta infla- 
matoria (ver Figura 18-1B e Animagao 13.5). Esse processo de engolfamento depende 
de modificagoes quimicas na superficie das celulas apoptoticas, que disparam sinais de 
recrutamento de celulas fagociticas. Uma modificagao especialmente importante ocorre 
na distribuigao de fosfolipideos fosfatidilserina carregados negativamente na superficie 
celular. Esse fosfolipideo normalmente esta localizado exclusivamente na folha interna 
da bicamada lipidica da membrana plasmatica (ver Figura 10-15), mas ele vira para a 
folha externa em celulas apoptoticas. O mecanismo subjacente e pobremente entendi- 
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do, mas a exposigao externa da fosfatidilserina provavelmente depende da clivagem pela 
caspase de algumas protemas envolvidas na distribuigao de fosfolipideos na membrana. 
Uma variedade de protemas “de ponte” soluveis interagem com fosfatidilserinas expos- 
tas em celulas apoptoticas. Essas protemas de ponte tambem interagem com receptores 
especificos na superficie de celulas da vizinhanga ou macrofagos, disparando modifica- 
goes do citoesqueleto e outras mais que iniciam o processo de engolfamento. 

Os macrofagos nao fagocitam celulas saudaveis no animal - apesar do fato de ce¬ 
lulas saudaveis normalmente exporem algumas fosfatidilserinas na sua superficie. As 
celulas saudaveis expressam protemas-sinal na sua superficie, as quais interagem com 
receptores inibitorios nos macrofagos que bloqueiam a fagocitose. Assim, alem de ex- 
pressar sinais na superficie celular, tal como as fosfatidilserinas que estimulam a fago¬ 
citose, celulas apoptoticas devem perder ou inativar o sinal de “nao me coma" que blo- 
queia a fagocitose. 

Apoptose excessiva ou insuficiente pode contribuir para doengas 

Existem muitas doengas humanas nas quais o niimero excessivo de celulas que entram 
em apoptose contribuem para o dano no tecido. Dentre os exemplos mais dramaticos 
estao os ataques do coragao e derrames. Nessas condigoes agudas, muitas celulas mor- 
rem por necrose como resultado de isquemia (suprimento inadequado de sangue), mas 
algumas das celulas menos afetadas morrem por apoptose. Espera-se que, no futuro, 
drogas que bloqueiam a apoptose - como inibidores especificos de caspases - mostrem 
sua utilidade poupando tais celulas. 

Existem outras circunstancias onde poucas celulas morrem por apoptose. As mu- 
tagoes em camundongos e humanos, por exemplo, que inativam genes que codificam 
o receptor de morte Fas ou o ligante Fas, impedem a morte normal de alguns linfoci- 
tos, causando o aciimulo excessivo dessas celulas no bago e nas glandulas linfaticas. Em 
muitos casos, isso leva a doenga autoimune, na qual os linfocitos reagem contra tecidos 
do proprio individuo. 

A apoptose diminuida tambem faz uma importante contribuigao a muitos tumo- 
res, visto que as celulas de cancer frequentemente regulam o programa apoptotico anor- 
malmente. O gene Bcl2, por exemplo, foi primeiramente identificado em uma forma co¬ 
mum de linfocitos de cancer em humanos, onde uma translocagao cromossomica causa 
uma produgao excessiva da protema Bcl2; de fato, Bcl2 recebeu seu nome desse linfoma 
de celula B . O alto nivel da protema Bcl2 em linfocitos que carregam a translocagao pro¬ 
move o desenvolvimento de cancer pela inibigao da apoptose, prolongando a sobrevi- 
vencia de linfocitos e aumentando o seu numero; isso tambem diminui a sensibilidade 
dessas celulas a farmacos anticancer, que comumente funcionam levando as celulas de 
cancer a entrarem em apoptose. 

Similarmente, o gene que codifica a protema supressora de tumor p53 e mutado 
em cerca de 50% dos canceres humanos, sendo que isso nao promove mais a apoptose 
ou a parada do ciclo celular em resposta ao dano no DNA. A falta da fungao de p53 per- 
mite que a celula cancerosa sobreviva e prolifere mesmo quando seu DNA esta danifica- 
do; dessa maneira, as celulas acumulam mais mutagoes, algumas das quais produzem 
cancer mais maligno (discutido no Capitulo 20). Como muitos farmacos anticancer in- 
duzem a apoptose (e a parada do ciclo celular) por um mecanismo dependente de p53 
(discutido nos Capitulos 17 e 20), a perda da fungao de p53 tambem produz celulas de 
cancer menos sensiveis a esses farmacos. 

Se a diminuigao da apoptose contribui para muitos canceres, entao se poderia 
tratar esses canceres com drogas que estimulam a apoptose. Essa linha de pensamento 
recentemente levou ao desenvolvimento de pequenos produtos quimicos que interfe- 
rem na fungao de protemas antiapoptoticas da familia Bcl2, tais como Bcl2 e BclX L . Esses 
agentes quimicos ligam-se com alta afinidade a fenda hidrofobica de protemas antia- 
poptoticas da familia Bcl2, bloqueando sua fungao, usando essencialmente a mesma via 
que protemas BH3-apenas (Figura 18-13). A via intrinseca da apoptose e, entao, estimu- 
lada, o que em certos tumores aumenta a quantidade de celulas mortas. 

Muitos canceres humanos surgem em tecidos epiteliais como no pulmao, no tra- 
to intestinal, na mama e na prostata. Tais celulas cancerosas exibem muitas anorma- 
lidades em seu comportamento, incluindo uma diminuigao na habilidade de aderir 
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Figura 18-13 Como o produto qufmico 
ABT-737 inibe proteinas antiapoptoti- 
cas da famflia Bcl2. Como mostrado na 
Figura 18-1 OB, um sinal apoptotico resulta 
na ativagao de proteinas BH3-apenas, as 
quais interagem com uma longa fenda 
hidrofobica em proteinas antiapoptoticas 
da famflia Bcl2, evitando, assim, que elas 
bloqueiem a apoptose. Usando a estrutura 
em cristal da fenda, a droga mostrada em 

(A) , chamada ABT-737, foi desenhada e 
sintetizada para se ligar firmemente na 
fenda, como mostrado para proteinas an¬ 
tiapoptoticas da famflia Bcl2, as BclX L , em 

(B) . Por inibigao da atividade dessas pro¬ 
teinas, a droga promove a apoptose em 
qualquer celula que dependa delas para a 
sobrevivencia. (Codigo PDB: 2YXJ.) 


O QUE NAO SABEMOS 

• Quantas formas de morte celular 
programada existem? Quais sao 
os mecanismos fundamentais e os 
beneffcios de cada uma? 

• Milhares de substratos de caspases 
tern sido identificados. Quais sao 
as proteinas crfticas que devem ser 
clivadas para disparar os principals 
eventos de remodelagem celular 
inerentes da apoptose? 

• Como a via intrfnseca da apoptose 
evoluiu e qual a vantagem de ter 
mitocondrias desempenhando um 
papel tao central na regulagao da 
apoptose? 

• Como os sinais "nao me coma" 
sao eliminados ou inativados du¬ 
rante a apoptose para permitir 
que celulas sejam fagocitadas? 



a matriz extracelular e umas as outras nas jungoes especializadas entre as celulas. No 
proximo capitulo, discutiremos notaveis estruturas e fungoes da matriz extracelular e 
das jungoes celulares. 

Resumo 

As celulas animals podem ativar um programa de morte celular e matar a si proprias em 
uma via controlada quando sao irreversivelmente danificadas, nao mais necessarias ou 
sao uma ameaga para o organismo. Em muitos casos, essas mortes ocorrem por apoptose: 
a celulas se contraem, condensam-se, frequentemente se fragmentam, e celulas vizinhas 
ou macrofagos rapidamente fagocitam essas celulas ou fragmentos antes do vazamento 
do conteudo citoplasmatico. A apoptose e mediada por enzimas proteoliticas chamadas 
caspases, que clivam proteinas intracelulares especificas para ajudar a matar a celula. As 
caspases estao presentes em todas as celulas animais nucleadas como precursores inativos. 
As caspases iniciadoras sao ativadas quando trazidas em proximidade a complexos de 
ativagao: uma vez ativadas, elas clivam e, assim, ativam caspases executoras subsequentes 
na cascata, que entao clivam varias proteinas-alvo na celula, produzindo e amplificando 
irreversivelmente a cascata proteolitica. 

As celulas usam ao menos duas vias distintas para ativar caspases iniciadoras e dis¬ 
parar a cascata de caspase levando a apoptose: a via extrinseca e ativada pela ligagao 
de ligantes extracelulares a receptores de morte na superficie celular; a via intrinseca e 
ativada por sinais intracelulares gerados quando as celulas sao estressadas. Cada via usa 
suas proprias caspases iniciadoras, que sao ativadas em complexos de ativagao distintos: 
na via extrinseca, os receptores de morte recrutam caspase-8 via proteinas adaptadoras 
para formar DISC; na via intrinseca, o citocromo c liberado do espago intermembrana 
de mitocondrias, ativa Apafl que se agrupa em apoptossomas e recruta e ativa caspase-9. 

As proteinas intracelulares dafamilia Bcl2 e as proteinas IAPs regulam firmemente 
o programa apoptotico para assegurar que celulas cometam suicidio apenas quando isso 
beneficiar o animal. Tanto as proteinas dafamilia Bcl2 antiapoptoticas quanto as pro- 
-apoptoticas regulam a via intrinseca controlando a liberagao de proteinas intermembra- 
nas mitocondriais, enquanto as proteinas IAP inibem caspases ativadas e promovem sua 
degradagao. 
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TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

18-1 Em tecidos adultos normais, a morte celular em geral 
e contrabalanceada pela divisao celular. 

18-2 As celulas de mamiferos que nao possuem citocromo 
c deveriam ser resistentes a apoptose induzida por dano ao 
DNA. 

Discuta as questdes a seguir. 

18-3 Um importante papel de Fas e do ligante Fas e medir 
a eliminagao de celulas tumorais pelos linfocitos matadores. 
Em um estudo de 35 tumores primarios de colon e pulmao, 
metade deles possuia um gene que codifica uma protema se- 
cretada que se liga ao ligante Fas amplificado e superexpres- 
so. Como voce supoe que a superexpressao dessa protema 
poderia contribuir para a sobrevivencia dessas celulas tumo¬ 
rais? Explique seu raciocmio. 

18-4 O desenvolvimento do nematodeo Caenorhabditis 
elegans gera exatamente 959 celulas somaticas; ele tam- 
bem produz 131 celulas adicionais que sao eliminadas mais 
tarde por apoptose. Experimentos de genetica classica em 
C. elegans isolaram mutantes que levaram a identificagao 
dos primeiros genes envolvidos na apoptose. Das muitas 
mutagoes que afetam a apoptose em nematodeos, nenhuma 
jamais foi encontrada no gene para o citocromo c. Por que 
voce supoe que uma molecula efetora central na apoptose 
nao tenha sido encontrada nos muitos rastreamentos gene- 
ticos para genes de “morte” realizados em C. elegans ? 

18-5 Imagine que voce possa microinjetar citocromo c no 
citosol de celulas de mamiferos do tipo selvagem e em celu¬ 
las duplamente defeituosas para Bax e Bak. Voce esperaria 
que um, ambos ou nenhum tipo celular entrasse em apopto¬ 
se? Explique seu raciocmio. 

18-6 Em contraste com suas anormalidades cerebrais si- 
milares, camundongos recem-nascidos deficientes em Apafl 
ou caspase-9 possuem diferentes anormalidades em suas 
patas. Os camundongos deficientes em Apafl falham em eli- 
minar as membranas entre seus dedos em desenvolvimento, 
enquanto camundongos deficientes em caspase-9 tern de¬ 
dos formados normalmente (Figura Q18-1). Se Apafl e cas- 
pase-9 funcionam na mesma via apoptotica, como e possivel 
para esses camundongos deficientes mostrarem diferengas 
na celula da membrana em apoptose? 

r-i 

i ik i 

+/- -/- 
Apafl 

Figura Q18-1 A aparencia das patas em camundon¬ 
gos recem-nascidos Apafi~'~ e Casp9~'~ comparada 
com a de camundongos recem-nascidos normais. 

(De H. Yoshida et al„ Cell 94:739-750, 1998. Com 
permissao de Elsevier.) 

18-7 Quando celulas de cancer humano sao expostas a luz 
ultravioleta (UV) a 90 mj/cm 2 , muitas das celulas entram em 
apoptose dentro de 24 horas. A liberagao do citocromo c de 


mitocondrias pode ser detectada apenas 6 horas depois da 
exposigao de uma populagao de celulas a luz UV, e ela conti - 
nua aumentando por mais de 10 horas. Isso significa que ce¬ 
lulas individuais lentamente liberam seu citocromo c nesse 
periodo de tempo? Ou, alternativamente, celulas individuais 
liberam seu citocromo c rapidamente, mas com diferentes 
celulas sendo disparadas em um periodo de tempo maior? 

Para responder a essa questao fundamental, voce fu- 
siona o gene que codifica a protema verde fluorescente (GFP, 
green fluorescent protein) ao gene que codifica o citocromo 
c, entao voce pode observar o comportamento de celulas 
individuais por microscopia confocal de fluorescencia. Em 
celulas que estao expressando a fusao citocromo c-GFP, a 
fluorescencia mostra um padrao pontual tipico de protemas 
mitocondriais. Voce entao irradia essas celulas com luz UV e 
observa as trocas no padrao pontual em celulas individuais. 
Duas dessas celulas (circuladas em branco) sao mostradas 
na Figura Q18-2A e B. A liberagao do citocromo c-GFP e de¬ 
tectada como uma troca do padrao de fluorescencia pontual 
para difuso. O tempo apos a exposigao a UV esta indicado em 
horas :minutos abaixo dos paineis individuais. 

Que modelo para a liberagao do citocromo c pode ser 
obtido a partir dessas observagoes? Explique seu raciocmio. 

(A) 


10:09 10:15 


17:10 17:18 

Figura Q18-2 Analise por microscopia de fluorescencia com lapso de tem¬ 
po da liberagao do citocromo c-GFP de mitocondrias de celulas individuais. 
(A) Celulas observadas por 6 minutos, 10 horas apos a irradiagao com luz 
UV. (B) Celulas observadas por 8 minutos, 17 horas apos a irradiagao com 
luz UV. Uma celula em (A) e uma em (B), cada uma circulada em branco, 
liberou seu citocromo c-GFP durante o tempo de observagao, que e mostra- 
do em horas:minutos abaixo de cada painel. (De J.C. Goldstein et al., Nat. 
Cell Biol. 2:156-162, 2000. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 

18-8 O ligante Fas e uma protema extracelular trimerica 
que liga-se a seu receptor Fas, que e composto por tres subu- 
nidades transmembrana identicas (Figura Q18-3). A ligagao 
do ligante Fas altera a conformagao de Fas e, desse modo, 
ele se liga a uma protema adaptadora que entao recruta e 
ativa caspase-8, disparando a cascata de caspase que leva 
a morte celular. Em humanos, a sindrome linfoproliferativa 
autoimune (SLPA) esta associada a mutagoes dominantes 
em Fas, que incluem pontos de mutagao e regiao C-terminal 
truncada. Em individuos que sao heterozigotos para tais mu¬ 
tagoes, os linfocitos nao morrem na sua taxa normal e sao 
acumulados anormalmente em grande numero, provocando 
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uma variedade de problemas clinicos. Ao contrario desses 
pacientes, individuos que sao heterozigotos para mutagoes 
que eliminam inteiramente a expressao de Fas, nao possuem 
sintomas clinicos. 

A. Assumindo que as formas dominante e normal de Fas 
sao expressas no mesmo nivel e ligam igualmente ligantes 
Fas, qual fragao dos complexos Fas-Fas ligante no linfocito 
de um paciente SLPA heterozigoto se esperaria que fosse in- 
teiramente composta por subunidades Fas normal? 

B. Em um individuo heterozigoto para uma mutagao que 
elimina a expressao de Fas, que fragao de complexos Fas-Fas 
ligante se esperaria que fosse inteiramente composta por su¬ 
bunidades Fas normal? 
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De todas as interagoes sociais que ocorrem entre as celulas de um organismo multicelu- 
lar, as mais fundamentals sao aquelas que mantem as celulas unidas. As celulas podem 
ser mantidas unidas por interagoes diretas ou presas dentro da matriz extracelular, uma 
rede complexa de protemas e cadeias polissacaridicas secretadas pelas proprias celulas. 
De um modo ou de outro, as celulas devem estar aderidas para formar uma estrutura 
multicelular organizada capaz de suportar e responder a varias forgas externas que ten- 
tam separa-las. 

O mecanismo de coesao controla a arquitetura do organismo, sua forma e o arran- 
jo dos diferentes tipos celulares. A formagao e a destruigao das ligagoes entre as celulas 
e a modelagem da matriz extracelular regulam o modo como as celulas se movem no 
organismo, orientando-as durante o crescimento, o desenvolvimento e o reparo. A ade- 
sao as outras celulas e a matriz extracelular controla a orientagao e o comportamento 
do citoesqueleto celular, permitindo que as celulas detectem e respondam as mudangas 
nas caracteristicas mecanicas do seu ambiente. Assim, o aparato das jungoes celulares 
e a matriz extracelular sao criticos para cada um dos aspectos da organizagao, fungao 
e dinamica das estruturas multicelulares. Defeitos nesse aparato sao responsaveis por 
uma grande variedade de doengas. 

As principals caracteristicas das jungoes celulares e da matriz extracelular po¬ 
dem ser mais bem descritas considerando-se duas grandes categorias de tecidos que 
sao encontrados nos animais (Figura 19-1). Os tecidos conectivos, como os ossos 
e tendoes, sao formados a partir de uma matriz extracelular produzida pelas celulas 
que se encontram esparsamente distribuidas na matriz. E a matriz que sofre a maior 
parte do estresse mecanico ao qual o tecido esta sujeito, e nao as celulas. Ligagoes di¬ 
retas entre as celulas sao relativamente raras, mas as celulas apresentam importantes 
ligagoes a matriz. Essas jungoes celula-matriz conectam o citoesqueleto com a matriz, 
permitindo que as celulas se movam pela matriz e monitorem as alteragoes nas suas 
propriedades mecanicas. 

No tecido epitelial, como aquele que reveste o intestino ou a epiderme, as celulas 
sao fortemente ligadas em camadas chamadas de epitelios. A matriz extracelular e me- 
nos marcante, consistindo, sobretudo, em uma fina camada denominada lamina basal 
(ou membrana basal) subjacente. No epitelio, as celulas estao ligadas umas as outras 
diretamente, por jungoes celula-celula, onde os filamentos do citoesqueleto estao anco- 
rados, transmitindo o estresse pelo interior das celulas de um local de adesao a outro. 


NESTE CAPITULO 

JUNCOES CELULA-CELULA 

A MATRIZ EXTRACELULAR 
DOS ANIMAIS 

JUNCOES CELULA-MATRIZ 

A PAREDE CELULAR DAS 
PLANTAS 
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O estresse mecanico e 
transmitido de uma celula 
a outra pelos filamentos do 
citoesqueleto ancorados aos 
sftios de adesao celula-celula 
ou celula-matriz 


A matriz extracelular suporta 
diretamente o estresse mecanico 
de tensao e compressao 


Figura 19-1 Duas principals maneiras 
pelas quais as celulas animais sao 
unidas. No tecido conectivo, o principal 
componente que suporta o estresse e a 
matriz extracelular. No tecido epitelial, e o 
citoesqueleto das proprias celulas, ligado 
de uma celula a outra por jungoes de 
adesao. As adesoes celula-matriz conec- 
tam o tecido epitelial ao tecido conectivo 
subjacente. 


O citoesqueleto das celulas epiteliais tambem esta ligado a lamina basal por meio das 
jungoes celula-matriz. 

A Figura 19-2 apresenta um diagrama detalhado das celulas epiteliais ilustrando 
os principais tipos de jungoes celula-celula e celula-matriz que veremos neste capitulo. 
O diagrama mostra o arranjo de jungoes tipico de um epitelio colunar simples como o 
revestimento do intestino delgado dos vertebrados. Nesta figura, uma unica camada de 
celulas altas apoia-se sobre uma lamina basal, com a superficie mais elevada da celula, 
ou apice, livre e exposta ao meio extracelular. Nos seus lados, ou superficies laterals, as 
celulas formam as jungoes umas com as outras. Dois tipos de jungoes de ancoragem 
ligam os citoesqueletos das celulas adjacentes: as jungoes aderentes sao locais de anco¬ 
ragem para os filamentos de actina. Os desmossomos sao os locais de ancoragem para 
os filamentos intermediaries. Dois tipos de jungoes de ancoragem adicionais ligam o ci¬ 
toesqueleto das celulas epiteliais a lamina basal: as jungoes celula-matriz ligadas a actina 
que ancoram os filamentos de actina a matriz, e os hemidesmossomos que ancoram os 
filamentos intermediaries a matriz. 



A jungao compacta sela 
os espagos entre as celulas epiteliais 


A jungao aderente conecta 
os feixes de filamentos de actina de 
uma celula com os feixes da outra celula 


O desmossomo conecta os filamentos 
intermediaries de uma celula com os 
da outra celula 


A jungao do tipo fenda permite 
a passagem de pequenas moleculas 
soluveis em agua de uma celula 
para a outra 


A jungao celula-matriz ligada a actina O hemidesmossomo ancora os filamentos 

ancora os filamentos de actina da intermediaries da celula na matriz 

celula na matriz extracelular extracelular 


Figura 19-2 Resumo das varias jungoes celulares encontradas nas celulas epiteliais dos vertebrados, classificadas de acordo com sua fungao pri- 
maria. Na porgao mais apical da celula, a posigao das jungoes e a mesma em praticamente todo o epitelio de vertebrados. As jungoes compactas ocupam a 
posigao mais apical, seguidas pelas jungoes aderentes (cinturao de adesao), e entao por uma linha paralela especial de desmossomos. Juntas, tais estruturas sao 
denominadas complexo juncional. As jungoes do tipo fenda e os desmossomos adicionais sao menos organizados. Dois tipos de jungoes de ancoragem matriz- 
-celula prendem a superficie basal da celula a lamina basal. A ilustragao e baseada nas celulas epiteliais do intestino delgado. 
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Filamentos do 



intracelulares transmembrana 


Figura 19-3 Proteinas de adesao 
transmembrana ligam o citoesqueleto 
a estruturas extracelulares. A ligagao 
externa pode ser com outra celula (jungoes 
celula-celula, em geral mediadas pelas 
caderinas) ou com a matriz extracelular 
(jungoes celula-matriz, geralmente me¬ 
diadas pelas integrinas). A ligagao interna 
ao citoesqueleto costuma ser indireta, via 
proteinas adaptadoras intracelulares, con- 
forme discutido mais adiante. 


Dois outros tipos de jungoes celula-celula estao ilustrados na Figura 19-2. As jun¬ 
goes compactas mantem as celulas muito proximas perto do apice, selando o espago 
entre as celulas e, portanto, impedindo que moleculas vazem pelo epitelio. Proximo a 
porgao basal das celulas, encontram-se as jungoes comunicantes, denominadas jungoes 
do tipofenda, que criam passagens conectando citoplasmas adjacentes. 

Cada um dos quatro principais tipos de jungoes de ancoragem depende das pro¬ 
teinas de adesao transmembrana que atravessam a membrana plasmatica, com uma 
extremidade ligando o citoesqueleto dentro da celula e a outra extremidade ligando 
as estruturas do lado de fora da celula (Figura 19-3). Essas protemas transmembrana 
ligadas ao citoesqueleto sao classificadas em duas superfamilias, correspondendo aos 
dois tipos basicos de ligagao externa. As protemas da superfamilia das caderinas me- 
deiam a ligagao celula-celula (Animagao 19.1). As protemas da familia das integrinas 
medeiam a ligagao da celula a matriz. Ha especializagao dentro de cada familia: algu- 
mas caderinas ligam-se a actina e formam as jungoes aderentes, ao passo que outras se 
ligam aos filamentos intermediaries e formam os desmossomos. Igualmente, algumas 
integrinas ligam-se a actina formando as jungoes celula-matriz ligadas a actina, en- 
quanto outras se ligam aos filamentos intermediaries e formam os hemidesmossomos 
(Tabela 19-1). 

Existem algumas excegoes a essas regras. Algumas integrinas, por exemplo, me¬ 
deiam ligagoes celula-celula em vez de celula-matriz. Alem disso, ha outros tipos de 
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moleculas de adesao celular que podem proporcionar ligagoes transitorias celula-celula 
mais frouxas do que as jungoes de ancoragem, mas suficientes para manter as celulas 
unidas em circunstancias especiais. 

Comegaremos o capitulo com uma discussao sobre as principals formas de jun¬ 
goes celula-celula e, entao, passaremos para a matriz extracelular dos animais, a estru- 
tura e fungao das jungoes matriz-celula mediadas pelas integrinas e, por fim, a parede 
celular das plantas, uma forma especial de matriz extracelular. 

JUNCOES CELULA-CELULA 

As jungoes celula-celula possuem diversas formas e podem ser reguladas por varios 
mecanismos. O mais comum e bem compreendido envolve os dois tipos de jungoes de 
ancoragem celula-celula, que empregam as caderinas para ligar o citoesqueleto de uma 
celula com a sua vizinha. Sua fungao primaria e resistir as forgas externas que afastam 
as celulas. As celulas epiteliais da sua pele, por exemplo, devem permanecer fortemen- 
te unidas quando esticadas, beliscadas ou espetadas. As jungoes de ancoragem celula- 
-celula tambem devem ser dinamicas e adaptaveis de modo que possam ser alteradas 
ou reorganizadas quando os tecidos sao removidos ou regenerados, ou quando ocorrem 
mudangas nas forgas que atuam sobre eles. 

Nesta segao, veremos principalmente as jungoes de ancoragem baseadas nas ca¬ 
derinas. Na sequencia descreveremos rapidamente as jungoes compactas e as jungoes 
do tipo fenda e, por fim, veremos os mecanismos mais temporaries de adesao celula- 
-celula empregados por algumas celulas na circulagao sangumea. 

As caderinas formam uma famflia distinta de moleculas de adesao 

As caderinas estao presentes em todos os animais multicelulares cujos genomas ja foram 
analisados. Elas tambem estao presentes nos coanoflagelados, que podem viver como 
organismos unicelulares de vida livre ou como colonias multicelulares e que suposta- 
mente representam o grupo dos protistas dos quais todos os animais evoluiram. Outros 
eucariotos, incluindo fungos e plantas, nao possuem caderinas, e elas tambem estao au- 
sentes nas arqueias e nas bacterias. Portanto, as caderinas parecem ser uma parte essen- 
cial do que e ser um animal. 

As caderinas receberam esse nome por sua dependencia de ions Ca 2+ : a remogao 
do Ca 2+ do meio extracelular causa a perda da adesao mediada pela caderina. As tres 
primeiras caderinas descobertas receberam seu nome de acordo com o tecido no qual 
foram encontradas pela primeira vez: a caderina-E esta presente em muitos tipos de ce¬ 
lulas epiteliais; a caderina-N esta presente nos nervos, musculos e celulas do cristalino; 
e a caderina-P, nas celulas da placenta e epiderme. Todas tambem sao encontradas em 
outros tecidos. Essas e outras caderinas classicas possuem sequencias relacionadas nos 
seus dommios intra e extracelulares. 

Ha tambem um grande numero de caderinas nao classicas com sequencias mais 
distintas, sendo que mais de 50 sao expressas somente no cerebro. As caderinas nao clas¬ 
sicas incluem as protemas com fungao de adesao conhecida, como as proto caderinas, 
encontradas no cerebro, e as desmocolinas e desmoglemas, que formam os desmosso- 
mos (ver Tabela 19-1). Outros membros da familia estao envolvidos, principalmente, 
com a sinalizagao. funtas, as caderinas classicas e nao classicas formam a superfamilia 
das caderinas (Figura 19-4), com mais de 180 membros em humanos. 

As caderinas medeiam a adesao homofflica 

As jungoes de ancoragem entre as celulas costumam ser simetricas: se a ligagao e com a 
actina na celula de um lado da jungao, tambem o sera na celula do outro lado da jungao. 
De fato, a ligagao entre as caderinas e homofilica (entre iguais, Figura 19-5): as molecu¬ 
las de caderina de um subtipo especifico de uma celula se ligam a moleculas de caderina 
do mesmo subtipo ou de um subtipo muito semelhante na celula adjacente. 
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INTRACELULAR 


EXTRACE LULAR 


O espagamento entre as membranas celulares nas jungoes de ancoragem e preci- 
samente definido e depende da estrutura das moleculas de caderina que participam da 
jungao. Todos os membros da superfamilia, por definigao, possuem uma porgao extrace- 
lular formada por varias copias do dominio de caderina extracelular (EC). A ligagao ho- 
mofflica ocorre nas extremidades N-terminais das moleculas de caderina, nos dommios 
de caderina que se localizam mais distantes da membrana. Cada um desses dommios 
terminais forma uma protuberancia e uma bolsa, e as moleculas de caderina protrun- 
dem da membrana celular oposta fazendo a ligagao pela insergao da protuberancia de 
um dommio na bolsa do outro dommio (Figura 19-6A). 

Cada dommio de caderina forma uma unidade mais ou menos rigida, ligada ao 
proximo dommio de caderina por uma dobradiga. Ions Ca 2+ se ligam aos sitios proximos 
a cada dobradiga, impedindo sua flexao, de modo que toda a serie de dommios de cade¬ 
rina comporta-se como um bastao levemente curvo e rigido. Quando o Ca 2+ e removi- 
do, as dobradigas podem se flexionar, e a estrutura torna-se flexivel (Figura 19-6B). Ao 
mesmo tempo, acredita-se que a conformagao na porgao N-terminal mude levemente, 
enfraquecendo a afinidade de ligagao com a molecula de caderina da celula oposta. 

Diferentemente dos receptores para moleculas soluveis, os quais se ligam aos seus 
ligantes com alta afinidade, as caderinas (e a maioria das protemas de adesao celula- 
-celula) ligam-se em geral a seus parceiros com afinidade relativamente baixa. Uma forte 
ligagao resulta da formagao de muitas dessas ligagoes fracas em paralelo. Quando liga- 
das a parceiros que se dispoem em um padrao de orientagao oposto na outra celula, as 
moleculas de caderina costumam se agregar lado a lado com muitas outras moleculas de 
caderina da mesma celula (Figura 19-6C). A forga dessa jungao e maior do que de qual- 
quer ponte intermolecular isolada e, mesmo assim, mecanismos reguladores podem fa- 
cilmente desfazer a jungao por meio da separagao sequencial das moleculas, da mesma 
forma que duas pegas de tecido podem ser fortemente unidas por um velcro e separadas 
uma da outra. Um “principio similar ao velcro” tambem atua nas adesoes celula-celula e 
celula-matriz formadas por outros tipos de protemas de adesao transmembrana. 


Figura 19-4 A superfamilia das caderi¬ 
nas. 0 diagrama apresenta a diversidade 
entre os membros da superfamilia das 
caderinas. Todas essas proteinas possuem 
porgoes extracelulares contendo multi- 
plas copias do dominio extracelular das 
caderinas (ovais verdes). Nas caderinas 
classicas de vertebrados, existem cinco 
desses domfnios, e nas desmogleinas e 
desmocolinas existem 4 ou 5, mas algu- 
mas caderinas nao classicas possuem mais 
de 30. As porgoes intracelulares sao mais 
variaveis, refletindo as interagoes com uma 
ampla variedade de ligantes intracelulares, 
incluindo as moleculas de sinalizagao e 
proteinas adaptadoras que conectam as 
caderinas com 0 citoesqueleto. Em alguns 
casos, como a caderina-T, 0 dominio 
transmembrana nao esta presente e a 
proteina se liga a membrana plasmatica 
por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol 
(GPI). Os motivos de cores diferentes em 
Fat, Flamingo e Ret representam domfnios 
conservados tambem encontrados em ou¬ 
tras familias de proteinas. 



LIGAgAO HOMOFILICA 



LIGAgAO HETEROFILICA 


Figura 19-5 Ligagao homofilica versus 
heterofilica. As caderinas, em geral, fa- 
zem ligagoes homofilicas. Outras molecu¬ 
las de adesao se ligam heterofilicamente, 
como discutido mais adiante. 
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Figura 19-6 Estrutura e fungao da caderina. (A) A regiao extracelular das caderinas clas- 
sicas contem cinco copias do domfnio extracelular de caderina (ver Figura 19-4) separadas 
por regioes flexfveis de dobradiga. Os ions Ca 2+ ( pontos vermelhos) se ligam nas vizinhangas 
de cada dobradiga, impedindo sua flexao. Como resultado, as regioes extracelulares formam 
uma estrutura curva e rfgida, aqui representada. Para a adesao celula-celula, o domfnio da 
caderina na porgao N-terminal de uma molecula de caderina se liga no domfnio N-terminal 
da molecula de caderina da outra celula. A estrutura foi determinada por difragao de raios 
X da regiao extracelular da C-caderina cristalizada. (B) Na ausencia de Ca 2+ , o aumento da 
flexibilidade nas regioes da dobradiga deixa a molecula flexfvel sem orientagao adequada 
para interagir com a caderina da outra celula, perdendo a adesao. (C) Em uma tfpica jungao 
celula-celula, uma rede organizada de caderinas atua como urn velcro para manter as celulas 
unidas. Acredita-se que as caderinas de uma mesma celula se unam lado a lado por intera- 
goes entre as regioes das cabegas N-terminais, resultando em uma organizagao linear como 
as caderinas verde e verde-daro na celula apresentada na parte inferior da figura. Acredita- 
-se que esses arranjos interajam de modo similar nas celulas adjacentes (moleculas de cade¬ 
rinas em azul na celula apresentada na parte superior da figura). A organizagao linear em 
uma celula e perpendicular a organizagao das caderinas na outra celula, como indicado pe- 
las setas vermelhas. Multiplos arranjos perpendiculares em ambas as celulas interagem para 
formar uma rede coesa de protefnas caderina. (A, baseada em T.J. Boggon et al., Sdence 
296:1308-1313, 2002; C, baseada em O.J. Harrison etal. Structure 19:244-256, 2011.) 


Figura 19-7 Segregagao celular. As 

celulas de diferentes camadas de urn 
embriao jovem de anffbio irao se separar 
por tipos, de acordo com suas origens. No 
experimento classico aqui mostrado, as 
celulas da mesoderme (verde), as celulas 
da placa neural (azul) e as celulas epider- 
micas (vermelho) foram desagregadas e 
em seguida reagregadas em uma mistura 
aleatoria. Elas se separam por tipos em 
urn arranjo que lembra o de urn embriao 
normal, com urn "tubo neural" interno, 
uma epiderme externa e uma mesoderme 
no meio. (Modificada de P.L. Townes e J. 
Holtfreter, J. Exp.Zool. 128:53-120, 1955. 
Com permissao de Wiley-Liss.) 


A adesao celula-celula dependente de caderina coordena a 
organizagao dos tecidos em desenvolvimento 

As caderinas formam ligagoes homofilicas especificas, e isso explica por que ha tantos 
membros diferentes na familia. As caderinas nao sao como colas que tornam a superficie 
das celulas pegajosas; ao contrario, elas medeiam um reconhecimento altamente sele- 
tivo, permitindo que as celulas de tipos similares se mantenham unidas e segregadas de 
outros tipos celulares. 

A seletividade com que as celulas animais pareiam umas com as outras foi de- 
monstrada pela primeira vez muito antes da descoberta das caderinas, nos anos de 
1950, em experimentos de dissociagao de embrioes de anfibios em celulas individuais. 
Essas celulas foram entao misturadas e puderam se reassociar. Extraordinariamente, as 
celulas dissociadas costumavam se reassociar em estruturas que se assemelhavam ao 
embriao original (Figura 19-7). Esses experimentos, junto com numerosos experimen¬ 
tos mais recentes, mostraram que o sistema de reconhecimento seletivo celula-celula 
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Figura 19-8 Mudanga no padrao de 
expressao de caderinas durante a for- 
magao do sistema nervoso vertebrado. 

A figura mostra um corte transversal do 
embriao inicial de galinha quando o tubo 
neural se separa da ectoderme e entao as 
celulas da crista neural se separam do tubo 
neural. (A, B) Micrografia de imunofluores- 
cencia mostrando o desenvolvimento do 
tubo neural marcado com anticorpos con¬ 
tra (A) caderina-E ( azul ) e (B) caderina-N 
( amarelo ). (C) Com a alteragao do padrao 
de expressao genica, os diferentes grupos 
de celulas se separam uns dos outros de 
acordo com as caderinas que expressam. 
(Micrografias cortesia de Miwako Nomura 
e Masatoshi Takeichi.) 


Ectoderme 



Tubo neural 

Celulas expressando a caderina-E 
i in Celulas expressando a caderina 6B 
i t Celulas expressando a caderina-N 
u Celulas expressando a caderina 7 


(C) 



faz as celulas de um mesmo tecido diferenciado se unirem preferencialmente umas 
com as outras. 

As caderinas desempenham uma fungao crucial neste processo de segregagao 
de celulas durante o desenvolvimento. O aparecimento e o desaparecimento das ca¬ 
derinas especificas correlacionam-se as etapas do desenvolvimento embrionario onde 
as celulas se reagrupam e mudam seus contatos criando novas estruturas de tecidos. 
No embriao dos vertebrados, por exemplo, alteragoes na expressao das caderinas sao 
observadas durante a formagao do tubo neural e seu desprendimento da ectoderme 
subjacente: as celulas do tubo neural perdem a caderina-E e adquirem outras cade¬ 
rinas, incluindo a caderina-N, ao passo que as celulas da ectoderme que o revestem 
continuam expressando a caderina-E (Figura 19-8A e B). Quando as celulas da crista 
neural migram para fora do tubo neural, essas caderinas ficam fracamente detectaveis, 
e outras caderinas (caderina 7) parecem ajudar a manter as celulas migratorias unidas 
como um grupo de celulas frouxamente associadas (Figura 19-8C). Por fim, quando 
as celulas se agregam para formar um ganglio, elas voltam a expressar a caderina-N. A 
superexpressao da caderina-N nas celulas da crista neural emergentes impede que as 
celulas deixem o tubo neural. 

Estudos com celulas em cultura apoiam a ideia de que as ligagoes homofilicas das 
caderinas controlam os processos de segregagao de tecidos. Em uma linhagem de fibro- 
blastos denominados celulas L, nao ha expressao de caderinas e, portanto, as celulas nao 
se unem umas as outras. Quando essas celulas sao transfectadas com DNA que codifi- 
ca a caderina-E, as caderinas-E de uma celula se ligam as caderinas-E da outra celula, 
resultado em adesao celula-celula. Se as celulas L que expressam diferentes caderinas 
sao misturadas, elas se separam e agregam indicando que diferentes caderinas ligam-se 
preferencialmente a caderinas de seu tipo (Figura 19-9A), simulando o que acontece 
quando as celulas derivadas de tecidos que expressam diferentes caderinas sao mistu¬ 
radas. Uma segregagao celular semelhante ocorre se as celulas L expressando diferentes 
quantidades da mesma caderina sao misturadas (Figura 19-9B). Portanto, parece pro- 
vavel que as diferengas quantitativas e qualitativas na expressao das caderinas atuam na 
organizagao dos tecidos. 
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Figura 19-9 Segregagao celular dependen- 
te de caderina. As celulas em cultura podem 
se organizar de acordo com seu tipo e os niveis 
de caderinas que expressam. Isso pode ser 
visto pela marcagao de diferentes populates 
de celulas com corantes de cores distintas. (A) 
Celulas expressando a caderina-N separadas 
de celulas expressando caderina-E. (B) Celulas 
expressando altos niveis de caderina-E sepa¬ 
radas de celulas expressando baixos niveis de 
caderina-E. Essas celulas que expressam altos 
niveis de caderina-E aderem mais fortemente e 
acabam localizando-se na porgao interna. 
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Figura 19-10 A ligagao das caderinas clas- 
sicas aos filamentos de actina. As caderinas 
sao ligadas diretamente aos filamentos de 
actina por meio de um complexo de protefnas 
adaptadoras contendo catenina pi 20, p-cate- 
nina e a-catenina. Outras protefnas, incluindo 
a vinculina, associam-se com a a-catenina e 
auxiliam na ligagao com a actina. A p-catenina 
desempenha uma segunda fungao, muito im- 
portante, na sinalizagao intracelular, como ve- 
remos no Capftulo 15 (ver Figura 15-60). Para 
simplificar, a caderina da jungao na celula adja- 
cente nao esta representada neste diagrama. 


As transigoes epitelio-imesenquimais dependem do controle das 
caderinas 

A reuniao das celulas em um epitelio e um processo reversfvel. Ao ativar a expressao das 
moleculas de adesao, as celulas mesenquimais dispersas nao aderidas, como os fibro- 
blastos, podem se associar para formar um epitelio. Por outro lado, as celulas epiteliais 
podem mudar suas caracteristicas, dissociar-se e migrar para fora do tecido epitelial ori¬ 
ginal como celulas individuais. Tais transigoes epitelio-mesenquimais desempenham um 
papel importante no desenvolvimento embrionario normal. A origem da crista neural e 
um exemplo. Essas transigoes dependem, em parte, das protefnas reguladoras de trans- 
crigao denominadas Slug, Snail e Twist. O aumento da expressao da Twist, por exemplo, 
transforma as celulas epiteliais em mesenquimais, e sua inibigao causa o efeito oposto. 
A Twist atua, em parte, inibindo as caderinas, incluindo a caderina-E que mantem as 
celulas epiteliais unidas. 

Transigoes epitelio-mesenquimais tambem ocorrem em eventos patologicos du¬ 
rante a vida adulta, no cancer. Em sua maioria, os canceres se originam no epitelio, mas 
se tornam perigosamente propensos a se espalhar, isto e, tornar-se malignos, somente 
quando as celulas cancerosas escapam do epitelio de origem e invadem outros tecidos. 
Experimentos com celulas de cancer de mama malignas em cultura mostraram que o 
bloqueio da expressao da Twist pode transforma-las em nao malignas. Por outro lado, a 
expressao forgada da Twist pode fazer as celulas epiteliais normais sofrerem a transigao 
epitelio-mesenquimal e comportarem-se como celulas malignas. Mutagoes que rom- 
pem a produgao ou a fungao da caderina-E sao frequentemente encontradas em celulas 
cancerosas, supostamente ajudando a transforma-las em celulas malignas. 

As cateninas ligam as caderinas classicas ao citoesqueleto de 
actina 

Os domfnios extracelulares das caderinas medeiam as ligagoes homofflicas nas jungoes 
aderentes. Os domfnios intracelulares das caderinas tfpicas, incluindo todas as caderinas 
classicas e algumas nao classicas, interagem com os filamentos do citoesqueleto: a actina 
nas jungoes aderentes e os filamentos intermediaries nos desmossomos (ver Tabela 19-1). 
Essas ligagoes ao citoesqueleto sao essenciais para uma adesao celula-celula eficiente, 
uma vez que caderinas que nao apresentam domfnios citoplasmaticos nao podem manter 
as celulas unidas de maneira estavel. 

A ligagao das caderinas ao citoesqueleto e indireta e depende de protefnas adap¬ 
tadoras que se reunem na cauda citoplasmatica da caderina. As caudas das caderinas se 
ligam a duas protefnas nas jungoes aderentes: \Q-catenina e a outra menos relacionada, 
catenina pl20. Uma terceira protefna denominada a-catenina interage com a p-catenina 
e recruta varias protefnas que irao proporcionar uma ligagao dinamica aos filamentos de 
actina (Figura 19-10). Nos desmossomos, as caderinas se ligam aos filamentos interme¬ 
diaries por meio de outras protefnas adaptadoras, incluindo uma protefna relacionada 
com a p-catenina denominada placoglobina, que veremos mais adiante. 

Na sua forma madura, as jungoes aderentes sao enormes complexos de protefnas 
contendo centenas a milhares de moleculas de caderina, compactadas em uma densa 
rede regular ligadas ao lado extracelular por interagoes laterals entre os domfnios das ca¬ 
derinas, como vimos antes (ver Figura 19-6C). Na porgao citoplasmatica, uma rede com- 
plexa de cateninas, reguladores de actina e feixes de actina contrateis unem os agrupa- 
mentos de caderina ligando-os ao citoesqueleto de actina. A montagem de uma estrutura 
com tal complexidade nao e uma tarefa simples e envolve uma sequencia complexa de 
eventos controlados pelas protefnas reguladoras de actina, como discutido no Capftulo 
16. As caracteristicas gerais do processo de montagem estao resumidas na Figura 19-11. 

As jungoes aderentes respondem as forgas geradas pelo 
citoesqueleto de actina 

A maioria das jungoes aderentes e ligada por feixes contrateis de filamentos de actina e mio- 
sina II nao muscular. Portanto, essas jungoes estao sujeitas a forgas de tragao produzidas 
pela actina ligada. Essas forgas de tragao sao importantes para a formagao e manutengao da 
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jungao. Por exemplo, o rompimento da atividade da miosina leva a dissociagao de muitas 
jungoes aderentes. Alem disso, as forgas contrateis que atuam nas jungoes em uma celula 
sao equilibradas pelas forgas contrateis na jungao da celula oposta, de modo que nenhuma 
celula empurra a outra e, portanto, nao desfaz a distribuigao uniforme das celulas no tecido. 

Os mecanismos responsaveis pela manutengao desse equilibrio ainda nao sao 
bem compreendidos. As jungoes aderentes parecem detectar as forgas que atuam nelas 
modificando o comportamento da actina e miosina equilibrando as forgas nos dois lados 
da jungao. Evidencias para esses mecanismos foram obtidas em estudos com pares de 
cultura de celulas de mamiferos conectadas por jungoes aderentes. Se a atividade con¬ 
tratil em uma celula e aumentada experimentalmente, as jungoes aderentes que ligam as 
duas celulas aumentam em tamanho e a atividade contratil da segunda celula aumenta 
para equilibrar a da primeira, resultando em um equilibrio entre as forgas da jungao. Este 
e outros experimentos sugerem que as jungoes aderentes nao sao simplesmente locais 
passivos de ligagao entre protemas, mas sao sensores dinamicos da tensao que regula 
seu comportamento em resposta as alteragoes nas condigoes mecanicas. Essa capacida- 
de de transduzir um sinal mecanico em uma alteragao do comportamento juncional e 
um exemplo de mecanotransdugao. Mais adiante veremos que isso tambem e importan- 
te nas jungoes celula-matriz. 

Acredita-se que a mecanotransdugao nas jungoes celula-celula dependa, pelo me- 
nos em parte, das protemas nos complexos de caderina que alteram sua forma quando 
esticada pela tensao. A protema a-catenina, por exemplo, e esticada de uma forma eno- 
velada para uma conformagao estendida quando a atividade contratil e aumentada na 
jungao. O desenovelamento expoe um si'tio de ligagao escondido para outra protema, a 
vinculina, que promove o recrutamento de mais actina para a jungao (Figura 19-12). Por 
meio de mecanismos desse tipo e que as forgas de tragao nas jungoes as tornam mais 
fortes. Alem disso, como descrito antes, a tragao na jungao em uma celula ira aumentar a 
forga contratil gerada na celula ligada. 

Em alguns tipos celulares, a contratilidade da actina reduz a adesao celula-celula, 
sobretudo se grandes forgas estiverem envolvidas. Grandes forgas contrateis baseadas 
na actina podem, em alguns tecidos, puxar as bordas das adesoes celula-celula com for¬ 
ga suficiente para separa-las, principalmente se a contragao estiver associada com me¬ 
canismos reguladores adicionais que enfraquecem a adesao. Tal mecanismo pode ser 
importante em determinadas formas de remodelagem dos tecidos durante o desenvolvi- 
mento, como descreveremos a seguir. 

A remodelagem dos tecidos depende da coordenagao da 
contragao mediada pela actina com a adesao celula-celula 

As jungoes aderentes sao parte essencial da maquinaria para modelar a forma das estrutu- 
ras dos organismos multicelulares do corpo de um animal. Ao ligar indiretamente os fila- 
mentos de actina de uma celula com os de celulas vizinhas, as jungoes aderentes possibi- 
litam que as celulas dos tecidos usem seu citoesqueleto de actina de maneira coordenada. 

As jungoes aderentes ocorrem de varias formas. Em muitos tecidos nao epiteliais, 
elas se apresentam na forma de pequenos pontos ou linhas que conectam os filamen- 


Figura 19-11 Formagao de uma jun¬ 
gao aderente. (A) A formagao inicia-se 
quando duas celulas epiteliais precursoras 
nao aderidas exploram sua vizinhanga com 
protrusoes na membrana produzidas por 
concentragoes localizadas de uma rede de 
actina. Quando as celulas fazem contato, 
pequenos agrupamentos de caderina e ca¬ 
teninas se organizam no local de contato e 
se associam com a actina, levando a ativa- 
gao da pequena GTPase Rac monomerica 
(nao mostrada), um importante regulador 
da actina (ver Figura 16-85). (B) A Rac 
promove a formagao de mais protrusoes 
de actina nas vizinhangas, expandindo 
o tamanho da zona de contato e, por¬ 
tanto, promovendo mais recrutamento 
das caderinas e suas protemas cateninas 
associadas. (C) Por fim, a Rac e inativada e 
substituida pela GTPase Rho (nao mostra¬ 
da) relacionada, que altera a remodelagem 
da actina em feixes lineares de filamentos 
contrateis. A Rho tambem promove a 
reuniao dos filamentos de miosina II que 
se associam com os feixes de actina para 
executar sua atividade contratil. Essa ativi¬ 
dade contratil produz tensao que estimula 
mais ainda o recrutamento de actina e ex- 
pansao da jungao, em parte por meio do 
mecanismo ilustrado na Figura 19-12. 
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Figura 19-12 Mecanotransdugao em 
uma jungao aderente. (A) As jungoes 
celula-celula sao capazes de detectar um 
aumento na tensao e responder fortale- 
cendo as ligagoes da actina. Acredita-se 
que a detecgao da tensao dependa em 
parte da a-catenina (ver Figura 19-10). (B) 
Quando os filamentos de actina sao puxa- 
dos de dentro da celula pela miosina II nao 
muscular, as forgas resultantes desenove- 
lam um domfnio na a-catenina, expondo 
um sitio de ligagao, que estava escondido, 
da proteina adaptadora vinculina. Entao, a 
vinculina promove um recrutamento adi- 
cional de actina, fortalecendo as ligagoes 
entre a jungao e o citoesqueleto. 


(A) SEM TENSAO (B) COM TENSAO 



tos de actina cortical abaixo da membrana plasmatica entre duas celulas vizinhas. No 
musculo cardiaco, elas ancoram os feixes de actina do aparelho contratil e atuam em 
paralelo com os desmossomos para ligar as celulas contrateis de ponta a ponta. O mode- 
lo de jungoes aderentes ocorre no epitelio onde elas costumam formar um cinturao de 
adesao continuo (ou zona aderente) logo abaixo da face apical do epitelio, circundando 
cada celula da camada (Figura 19-13). Em cada celula, um feixe contratil de filamentos 
de actina e miosina II permanece adjacente ao cinturao de adesao, orientado paralela- 
mente a membrana plasmatica e preso a ela pelas caderinas e suas protemas adapta- 
doras intracelulares associadas. Os feixes de actina-miosina sao ligados pelas caderinas 


Figura 19-13 Jungoes aderentes entre 
celulas epiteliais do intestino delgado. 

Essas celulas sao especializadas na absor- 
gao de nutrientes. No seu apice, voltado 
para o lumen do intestino, elas possuem 
muitas microvilosidades (protrusoes que 
aumentam a superficie da area de absor- 
gao). As jungoes aderentes tomam a forma 
de um cinturao de adesao, circulando 
cada uma das celulas. Sua caractenstica 
mais obvia e o feixe contratil de actina, 
localizado na superficie citoplasmatica da 
membrana plasmatica juncional. Os feixes 
de filamentos de actina sao presos por 
proteinas intracelulares as caderinas, que 
se ligam as caderinas nas celulas adjacen- 
tes. Dessa maneira, os feixes de filamentos 
de actina das celulas adjacentes sao uni- 
dos. Esta ilustragao nao mostra muitas das 
jungoes celula-celula e celula-matriz das 
celulas epiteliais (ver Figura 19-2). 
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Figura 19-14 O enovelamento de uma 
lamina epitelial para formar um tubo 
epitelial. Acredita-se que as contragoes 
orientadas dos feixes de filamentos de 
actina e miosina ao longo dos cinturoes 
de adesao provoquem o estreitamento 
do apice das celulas epiteliais, ajudando 
a camada epitelial a formar o tubo. Um 
exemplo e a formagao do tubo neural nos 
estagios iniciais do desenvolvimento dos 
vertebrados (ver Figura 19-8). 





Tubo epitelial 


em uma extensa rede transcelular. A contragao coordenada dessa rede proporciona as 
forgas motoras para um processo fundamental na morfogenese animal, o enovelamento 
das camadas de celulas epiteliais em tubos, vesiculas e outras estruturas relacionadas 
(Figura 19-14). 

A coordenagao da adesao celula-celula e a contratilidade da actina estao rica- 
mente ilustradas pelos rearranjos celulares que ocorrem no inicio do desenvolvimento 
da Drosophila melanogaster, a mosca-das-frutas. Logo apos a gastrulagao, o epitelio 
externo do embriao e alongado por um processo denominado extensao da handa ger- 
minativa, no qual as celulas convergem para o interior do eixo dorsoventral e se esten- 
dem ao longo do eixo anteroposterior (Figura 19-15). A contragao dependente de acti¬ 
na, ao longo dos limites de celulas especificas, e coordenada por uma perda de jungoes 
aderentes especificas para permitir que as celulas se insiram entre outras celulas (um 
processo denominado inter calagao), resultando em um epitelio mais longo e estreito. 
Os mecanismos subjacentes a perda da adesao ao longo dos limites de celulas especi¬ 
ficas nao estao bem definidos, mas dependem, em parte, do aumento da degradagao 
da p-catenina, devido a sua fosforilagao por uma protema-cinase que esta localizada 
especificamente nestes limites. 

Os desmossomos fornecem forga mecanica ao epitelio 

Os desmossomos sao estruturalmente similares as jungoes aderentes, mas contem ca- 
derinas especializadas que se ligam aos filamentos intermediaries em vez de se ligarem 
aos filamentos de actina. Sua principal fungao e proporcionar forga mecanica. Os des¬ 
mossomos sao importantes nos invertebrados, mas nao sao encontrados, por exemplo, 
na Drosophila. Eles estao presentes na maioria dos epitelios maduros de vertebrados e 


Dorsal 




Figura 19-15 Remodelagem das 
adesoes celula-celula no epitelio em- 
brionario de Drosophila. A esquerda 
esta representado um grupo de celulas 
do epitelio externo de um embriao de 
Drosophila. Durante a extensao da banda 
germinativa, as celulas convergem em 
diregao umas das outras (centra) no eixo 
dorsoventral e entao se estendem ao 
longo do eixo anteroposterior ( direita). 

0 resultado e a intercalagao: celulas que 
estavam originalmente distantes ao longo 
do eixo dorsoventral ( verde) sao inseridas 
entre as celulas que as separavam ( cinza ). 
Esses rearranjos dependem da regulagao 
espacial dos feixes contrateis de actina- 
-miosina, que estao localizados sobretudo 
nos limites verticais das celulas ( vermelho, 
esquerda). A contragao desses feixes e 
acompanhada pela remogao da E-caderina 
(nao mostrada) no mesmo limite celular, 
resultando em um encolhimento e perda 
da adesao ao longo do eixo vertical (cen¬ 
tra). Entao, novas adesoes baseadas em 
caderinas ( azul, direita) sao formadas e se 
expandem ao longo dos limites horizon- 
tais, levando a uma extensao das celulas 
na orientagao anteroposterior. 























1046 PARTE V As celulas em seu contexto social 


Protefnas caderinas 
nao classicas 



Filamentos 

intermediaries 


Placa densa de 
protefnas adaptadoras 


CITOSOL 


CITOSOL 


Membrana 

plasmatica 



Filamentos 

intermediaries Membrana plasmatica 


Protefnas 
caderinas 
nao classicas 


(B) 



(C) 


I_I (D) 

0,5 |xm 


100 nm 


Figura 19-16 Desmossomos. (A) Componentes estruturais do desmossomo. Na superffeie citoplasmatica de cada 
membrana plasmatica em interagao ha uma densa placa composta por uma mistura de protefnas adaptadoras in- 
tracelulares. Urn feixe de filamentos de queratina e ligado a superffeie de cada placa. As caderinas transmembrana 
nao classicas se ligam as placas e interagem por meio de seus domfnios extracelulares para manter as membranas 
adjacentes unidas. (B) Alguns componentes moleculares dos desmossomos. A desmoglefna e a desmocolina sao 
caderinas nao classicas. Suas caudas citoplasmaticas se ligam a placoglobina ( 7 -catenina) e a placofilina (uma 
protefna com relagao distante com a catenina pi 20), que, por sua vez, se liga a desmoplaquina. A desmoplaquina 
se liga as laterals dos filamentos intermediarios, prendendo os desmossomos a esses filamentos. (C) Micrografia 
eletronica da jungao desmossomica entre tres celulas epiteliais da pele de urn filhote de camundongo. (D) Parte do 
mesmo tecido em maior aumento, mostrando urn unico desmossomo, com os filamentos intermediarios ligados a 
ele. (C e D, de W. He, P. Cowin and D.L. Stokes, Science 302:109-113, 2003. Com permissao de A A AS.) 


sao particularmente abundantes nos tecidos sujeitos a altos niveis de estresse mecanico, 
como o musculo cardiaco e a epiderme, o epitelio que forma a camada externa da pele. 

A Figura 19-16A apresenta a estrutura geral de um desmossomo, e a Figura 19-16B 
apresenta algumas de suas protemas. Os desmossomos aparecem como pontos de con- 
tato em forma de botoes que fixam as celulas (Figura 19-16C). Dentro da celula, os feixes 
de filamentos intermediarios semelhantes a cordas que estao ancorados nos desmos¬ 
somos formam uma rede estrutural de grande forga de tensao (Figura 19-16D), com li- 
gagao aos feixes similares nas celulas adjacentes, criando uma rede que se estende por 
todo o tecido (Figura 19-17). Um tipo particular de filamento intermediary ligado aos 
desmossomos depende do tipo celular: por exemplo, eles sao filamentos de queratina na 
maioria das celulas epiteliais, e filamentos de desmina nas celulas do musculo cardiaco. 

A importancia dos desmossomos e demonstrada por algumas formas da doenga 
de pele potencialmente fatal denominada penfigo. Individuos afetados produzem an- 
ticorpos contra uma de suas proprias protemas caderinas dos desmossomos. Esses an- 
ticorpos ligam-se e rompem os desmossomos que mantem as celulas epiteliais (que- 
ratinocitos) unidas, resultando na formagao de bolhas na pele com extravasamento de 
fluidos para o epitelio frouxo. 

As jungoes compactas formam uma barreira entre as celulas e um 
obstaculo entre os domfnios de membrana plasmatica 

As camadas de celulas epiteliais englobam e dividem o corpo do animal, revestindo 
toda a sua superffeie e cavidades, criando compartimentos internos onde ocorrem os 
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processos especializados. As camadas epiteliais parecem ser uma invengao que remon- 
ta a origem da evolugao animal, diversificando uma grande variedade de formas, mas 
conservando uma organizagao com base em um conjunto de mecanismos moleculares 
conservados. 

Essencialmente, todos os epitelios sao ancorados a outros tecidos em um lado, a 
porgao basal, e livres de qualquer ligagao no lado oposto, a porgao apical. A lamina basal 
localiza-se na interface com o tecido subjacente, mediando a ligagao, enquanto a super¬ 
ficie apical do epitelio em geral e banhada por um liquido extracelular. Assim, todos os 
epitelios sao estruturalmente polarizados, assim como suas celulas individuais: a porgao 
basal da celula, aderida a lamina basal abaixo, difere da porgao apical, exposta ao meio. 

Desse modo, todos os epitelios possuem pelo menos uma fungao em comum: eles 
atuam como uma barreira de permeabilidade seletiva, separando os fluidos que per- 
meiam os tecidos na sua porgao basal dos fluidos com diferente composigao quimica na 
sua porgao apical. Essa fungao de barreira requer que as celulas adjacentes sejam sela- 
das por jungoes compactas, de modo que as moleculas nao possam passar livremente 
pela camada celular. 

O epitelio do intestino delgado fornece uma excelente ilustragao da estrutura e 
fungao da jungao compacta (ver Figura 19-2). Esse epitelio possui uma estrutura co- 
lunar simples, isto e, consiste em uma unica camada de celulas altas (colunares). Elas 
sao de diversos tipos diferenciados, mas em sua maioria sao celulas absorventes, es- 
pecializadas na absorgao de nutrientes da cavidade interna, ou lumen, do intestino. 
As celulas absorventes devem transportar nutrientes selecionados atraves do epitelio 
do lumen para o liquido extracelular no outro lado. De la, esses nutrientes serao di- 
fundidos para os pequenos vasos sanguineos que irao nutrir o organismo. Esse trans¬ 
pose transcelular depende de dois grupos de proteinas de transporte na membrana 
plasmatica de celulas de absorgao. Um grupo esta restrito a superficie apical da celula 
epitelial (a superficie que fica voltada para o lumen) e transporta ativamente moleculas 
selecionadas do intestino para a celula. O outro grupo esta restrito a superficie baso- 
lateral (basal e lateral), permitindo que a mesma molecula deixe a celula por difusao 
passiva para o liquido extracelular no outro lado do epitelio. Para manter esse trans¬ 
porte direcional, os espagos entre as celulas epiteliais devem ser selados, de modo que 
as moleculas transportadas nao possam difundir novamente para o lumen do intestino 
atraves desses espagos (Figura 19-18). Alem disso, as proteinas de transporte devem 
estar corretamente distribuidas na membrana plasmatica. Os transportadores apicais 
devem ser levados ate o apice da celula e nao podem migrar para a membrana baso- 
lateral, e os transportadores basolaterais devem ser levados e mantidos na membrana 
basolateral. As jungoes compactas, alem de selar os espagos entre as celulas, tambem 
atuam como "cercas" que ajudam a impedir que as proteinas apicais e basolaterais se 
difundam para as regioes erradas. 

A fungao de barreira das jungoes compactas e facilmente demonstrada por meio 
de experimentos: uma protema de baixo peso molecular marcada, adicionada em um 
lado do epitelio, nao passara alem da jungao compacta (Figura 19-19). Porem, a selagem 
nao e absoluta. Embora as jungoes compactas sejam impermeaveis a macromoleculas, 
sua permeabilidade a ions e outras pequenas moleculas varia em diferentes epitelios. As 
jungoes compactas no epitelio que reveste o intestino delgado, por exemplo, sao 10 mil 
vezes mais permeaveis a ions inorganicos, como o Na + , do que as jungoes compactas no 
epitelio que reveste a bexiga. O movimento de ions e outras moleculas entre as celulas 
epiteliais e denominado transporte paracelular, e as diferengas tecido-especificas nas 
taxas de transporte resultam, em geral, das diferengas nas proteinas que formam as jun¬ 
goes compactas. 

As jungoes compactas contem feixes de proteinas de adesao 
transmembrana 

Quando as jungoes compactas sao visualizadas por microscopia eletronica de criofratu- 
ra, elas sao vistas como uma rede ramificada d efitas selantes que circundam completa- 
mente a extremidade apical de cada celula na camada epitelial (Figura 19-20A e B). Na 
micrografia eletronica convencional, as folhas externas das duas membranas plasmati- 



Lamina basal Hemidesmossomo 


Figura 19-17 Desmossomos, hemidesmos- 
somos e rede de filamentos intermedia¬ 
ries. As redes de filamentos intermediaries de 
queratina de celulas adjacentes - neste exem¬ 
plo, celulas epiteliais do intestino delgado - sao 
indiretamente conectadas umas as outras pelos 
desmossomos e a lamina basal pelos hemides- 
mossomos. 
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Figura 19-18 O papel das jungoes com- 
pactas no transporte transcelular. 

Para simplificar, somente as jungoes com- 
pactas estao representadas. As proteinas 
de transporte estao limitadas a regibes dis- 
tintas da membrana plasmatica nas celulas 
epiteliais do intestino delgado. Essa segre- 
gagao permite a transference vetorial de 
nutrientes atraves da camada epitelial do 
lumen intestinal para o sangue. No exem- 
plo apresentado, a glicose e ativamente 
transportada na celula por transportadores 
de glicose acionados por Na + presentes na 
superficie apical e deixa a celula por meio 
dos transportadores de glicose passivos 
localizados na membrana basolateral. As 
jungoes compactas parecem confinar as 
proteinas de transporte aos domfnios de 
membrana apropriados, atuando como 
barreiras a difusao dentro da bicamada 
lipidica da membrana plasmatica; essas 
jungoes tambem bloqueiam o refluxo de 
glicose do lado basal do epitelio para o 
lumen intestinal (ver Animagao 11.2). 
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cas estao fortemente unidas na regiao das fitas (Figura 19-20C). Cada fita e composta 
por um longo segmento de proteinas de adesao transmembrana homofilicas embebidas 
em cada uma das duas membranas plasmaticas que estao interagindo. Os dommios ex- 
tracelulares dessas proteinas ligam-se diretamente uns aos outros para bloquear o espa- 
go intercelular (Figura 19-21). 

As principals proteinas transmembrana da jungao compacta que forma essas fitas 
sao as claudinas, essenciais na formagao e na fungao da jungao compacta. Por exemplo, 
um camundongo que nao possui o gene da claudina-1 nao forma jungoes compactas 
entre as celulas da camada epitelial da pele e, como resultado, as crias perdem agua ra- 
pidamente por evaporagao pela pele e morrem em poucos dias apos o nascimento. Por 
outro lado, se celulas nao epiteliais tais como os fibroblastos sao artificialmente forgadas 
a expressar o gene da claudina, elas irao formar jungoes compactas umas com as outras. 
Jungoes compactas normais tambem content uma protema transmembrana denomina- 
da ocludina, segunda em importancia, a qual nao e essencial para a montagem ou es- 

Figura 19-19 As jungoes compactas 
permitem que o epitelio atue como 
barreira na difusao de solutos. 

(A) Representagao esquematica mostrando 
como uma pequena molecula tragadora 
adicionada em um lado do epitelio e impe- 
dida de atravessar o epitelio pelas jungoes 
compactas que selam as celulas adjacen¬ 
tes. Para simplificar, as jungoes aderentes 
e outras jungoes celulares nao estao repre¬ 
sentadas. (B) Eletromicrografias de celulas 
em um epitelio onde uma pequena mole¬ 
cula tragadora eletrodensa extracelular foi 
adicionada a regiao apical ( esquerda) ou 
a regiao basolateral ( direita ). As jungoes 
compactas bloqueiam a passagem da mo¬ 
lecula tragadora em ambas as diregoes. (B, 
cortesia de Daniel Friend.) 
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Figura 19-20 Estrutura de uma jungao compacta entre celulas epiteliais do intestino delgado. As 

jungoes sao mostradas esquematicamente em (A), em uma microscopia eletronica de uma criofratura em (B) 
e em uma microscopia eletronica convencional em (C). Em (B), o piano da micrografia e paralelo ao piano da 
membrana, e as jungoes compactas parecem com uma banda, semelhante a urn cinturao de fitas selantes anas- 
tomosadas que circundam cada celula da camada (ver Figura 19-21 A). Em (C), a jungao e vista como uma serie 
de conexoes focais entre a camada externa de duas membranas plasmaticas interagindo, cada conexao corres- 
pondendo a uma fita selante em secgao transversal. (B e C, de N.B. Gilula, in Cell Communication [R.P. Cox, ed.], 
pp. 1-29. New York: Wiley, 1974.) 


trutura da jungao compacta, mas e importante para limitar a permeabilidade juncional. 
Uma terceira protema transmembrana, a tricelulina, e necessaria para selar as membra¬ 
nas celulares e impedir o vazamento transepitelial nos locals de encontro de tres celulas. 

A familia de protemas claudinas possui muitos membros (24 nos humanos), e es- 
tes sao expressos em diferentes combinagbes em diferentes epitelios para proporcionar 
propriedades especificas de permeabilidade as camadas epiteliais. Acredita-se que elas 
formem poros paracelulares, canais seletivos que permitem que ions especificos cruzem 
a barreira das jungoes compactas de um espago extracelular para outro. Uma claudina 
especifica encontrada nas celulas epiteliais do rim, por exemplo, e necessaria para dei- 
xar o Mg 2+ passar entre as celulas dos tubulos renais de modo que esse ion possa ser 
reabsorvido da urina para o sangue. Uma mutagao no gene que codifica essa claudina 
resulta na perda excessiva de Mg 2+ na urina. 

As proteinas de suporte organizam os complexos de proteinas 
juncionais 

Como as moleculas de caderina das jungoes aderentes, as claudinas e ocludinas das 
jungoes compactas interagem umas com as outras nas suas regioes extracelulares para 
promover a montagem da jungao. A organizagao das protemas de adesao nas jungoes 
compactas depende de protemas adicionais que se ligam na porgao citoplasmatica das 
protemas de adesao, como nas jungoes aderentes. As protemas organizadoras funda- 
mentais das jungoes compactas sao as protemas da zona ocludente (ZO). As tres princi¬ 
pal representantes da familia ZO, ZO-1, ZO-2 e ZO-3, sao grandes protemas de suporte 
que fornecem o suporte estrutural onde a jungao compacta e formada. Essas moleculas 
intracelulares consistem em cordas de dommios de ligagao de protemas, geralmente in- 
cluindo varios dommios PDZ, segmentos de cerca de 80 aminoacidos de comprimento 
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Figura 19-21 Modelo de uma jungao 
compacta. (A) As fitas selantes mantem 
as membranas plasmaticas adjacentes uni- 
das. As fitas sao compostas por proteinas 
transmembrana que fazem contato por 
meio do espago intercelular, selando a 
membrana. (B) Composigao molecular da 
fita selante. Os principals componentes 
extracelulares dasjungoes compactas sao 
membros de uma famflia de proteinas 
com quatro dominios transmembrana. 
Uma dessas proteinas, a claudina, e a mais 
importante para a montagem e estrutura 
das fitas selantes, enquanto a proteina 
ocludina desempenha uma fungao menos 
crftica na determinagao da permeabilidade 
da jungao. As duas terminagoes dessas 
proteinas estao na porgao citoplasmatica 
da membrana, onde interagem com gran- 
des proteinas de suporte que organizam 
as fitas selantes e conectam as jungoes 
compactas com o citoesqueleto de actina 
(nao apresentado aqui, mas pode ser visto 
na Figura 19-22). 


Figura 19-22 Proteinas de suporte 
nas jungoes compactas. As proteinas de 
suporte ZO-1, ZO-2 e ZO-3 estao concen- 
tradas abaixo da membrana plasmatica 
nas jungoes compactas. Cada uma das 
proteinas possui multiplos dominios de li- 
gagao de proteina, incluindo tres dominios 
PDZ, urn dominio SH3 e urn dominio GK, 
ligado como contas em urn colar flexivel. 
Esses dominios permitem que as proteinas 
interajam umas com as outras e com 
muitas outras parceiras como indicado na 
figura, formando uma rede entrelagada 
de proteinas que organiza as fitas selantes 
das jungoes compactas ligando-as ao 
citoesqueleto de actina. As proteinas de 
suporte com estrutura similar auxiliam na 
organizagao dos complexos juncionais, in¬ 
cluindo aqueles das sinapses neurais. 


Membranas plasmaticas 
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Proteinas da jungao compacta 


que podem reconhecer e ligar as caudas C-terminais de proteinas parceiras especificas 
(Figura 19-22). Um dominio dessas proteinas de suporte pode se ligar a proteina clau¬ 
dina, enquanto outros podem se ligar a ocludina ou ao citoesqueleto de actina. Alem 
disso, uma molecula de proteina de suporte pode se ligar a outra. Desse modo, a celula 
pode reunir um tapete de proteinas intracelulares que organizam e posicionam as fitas 
selantes das jungoes compactas. 

A rede de jungoes compactas das fitas selantes costuma localizar-se acima das jun¬ 
goes aderentes e dos desmossomos que mantem as celulas unidas mecanicamente. Toda 
essa rede e denominada complexo juncional (ver Figura 19-2). As partes desse complexo 
juncional dependem umas das outras para a sua formagao. Por exemplo, anticorpos an- 
ticaderina que bloqueiam a formagao das jungoes aderentes tambem bloqueiam a for¬ 
magao das jungoes compactas. 

As jungoes do tipo fenda ligam as celulas de forma eletrica e 
metabolica 

As jungoes compactas bloqueiam a passagem pelos espagos entre as celulas epiteliais, 
impedindo que moleculas extracelulares passem de um lado do epitelio para o outro. 
Outro tipo de estrutura juncional possui uma fungao radicalmente diferente: ele faz pon¬ 
tes entre celulas adjacentes criando canais diretos do citoplasma de uma celula para o de 
outra. Esses canais sao denominados jungoes do tipo fenda. 
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Figura 19-23 Jungoes do tipo fenda 
vistas ao microscopio eletronico. Mi- 

crografia eletronica de um corte fino (A) e 
de criofratura (B) de uma placa grande e 
pequena de jungao tipo fenda entre fibro- 
blastos em cultura. Em (B), cada jungao e 
visualizada como um aglomerado de par- 
tfculas intramembrana homogeneas. Cada 
particula intramembrana corresponde a 
um conexon (ver Figura 19-25). (De N.B. 
Gilula, in Cell Communication [R.P. Cox, 
ed.], pp. 1-29. New York: Wiley, 1974.) 


As jungoes do tipo fenda estao presentes na maioria dos tecidos animais, incluin- 
do tecido conectivo, bem como epitelio e musculo cardiaco. Cada jungao do tipo fenda 
aparece nas micrografias eletronicas convencionais como uma mancha onde as mem¬ 
branas das duas celulas adjacentes estao separadas por um espago uniforme de cerca de 
2 a 4 nm (Figura 19-23). A fenda e formada por protemas formadoras de canais de duas 
familias distintas denominadas conexinas e inexinas. As conexinas sao as protemas pre- 
dominantes das jungoes do tipo fenda nos vertebrados, com 21 isoformas nos humanos. 
As inexinas sao encontradas nas jungoes do tipo fenda nos invertebrados. 

As jungoes do tipo fenda possuem um poro de tamanho de cerca de 1,4 nm, que 
permite a troca de ions e outras pequenas moleculas soluveis em agua, mas nao de 
macromoleculas como as protemas ou acidos nucleicos (Figura 19-24). Uma corrente 
eletrica injetada em uma celula com o auxilio de um microeletrodo causa um distur- 
bio eletrico na celula vizinha, devido ao fluxo de ions carregando a carga eletrica ao 
longo da jungao do tipo fenda. Esse acoplamento eletrico por meio da jungao do tipo 
fenda tern um proposito obvio nos tecidos contendo celulas eletricamente excitaveis: 
os potenciais de agao podem se dispersar rapidamente de celula para celula, sem o 
atraso que ocorre nas sinapses quimicas. Nos vertebrados, por exemplo, o acoplamen¬ 
to eletrico por meio das jungoes do tipo fenda sincroniza as contragoes das celulas do 
musculo cardiaco e do musculo liso responsavel pelos movimentos peristalticos do in- 
testino. As jungoes do tipo fenda tambem ocorrem em muitos tecidos que nao contem 
celulas eletricamente excitaveis. Em principio, compartilhar pequenos metabolitos e 
ions confere mecanismos para coordenar as atividades das celulas individuals em de- 
terminados tecidos e homogeneizar flutuagoes ao acaso na concentragao de pequenas 
moleculas em diferentes celulas. 

Um conexon da jungao do tipo fenda e constitufdo por seis 
subunidades de conexinas transmembrana 

As conexinas sao protemas com quatro porgoes transmembrana, sendo que seis su¬ 
bunidades se unem para formar um hemicanal, ou conexon. Quando os conexons na 
membrana plasmatica de duas celulas em contato sao alinhados, eles formam um canal 
aquoso continuo que conecta os dois interiores celulares (Figura 19-25). As jungoes do 
tipo fenda consistem em muitos conexons em paralelo que formam um tipo de peneira 
molecular. Alem de fornecer um canal de comunicagao entre as celulas, essa peneira 
tambem proporciona uma forma de adesao celula-celula que suplementa as adesoes 
mediadas pela claudina e caderina antes discutidas. 



Figura 19-24 Determinagao do tama¬ 
nho de um canal de jungao do tipo 
fenda. Quando moleculas fluorescentes 
de varios tamanhos sao injetadas em 
uma das duas celulas ligadas por uma 
jungao do tipo fenda, apenas as moleculas 
com peso molecular (PM) menor do que 
1.000 daltons podem passar para a outra 
celula; as moleculas maiores nao passam. 
Assim, as celulas ligadas compartilham 
pequenas moleculas (como ions inorgani- 
cos, agucares, aminoacidos, nucleotideos, 
vitaminas e moleculas sinalizadoras de 
AMP cfclico e inositol trifosfato), mas nao 
macromoleculas (proteinas, acidos nuclei¬ 
cos e polissacarideos). 
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Figura 19-25 Jungoes do tipo fenda. 

(A) llustragao das membranas plasmaticas 
de duas celulas adjacentes interagindo. 
Cada bicamada lipidica e apresentada 
como um par de folhas. Os agrupamentos 
de proteinas chamados de conexons (ver- 
de), cada um formado por seis subunida- 
des de conexinas, penetram as bicamadas 
justapostas. Dois conexons unem-se 
atraves do espago intercelular, formando 
um canal aquoso continuo que conecta 
as duas celulas. (B) A organizagao das co¬ 
nexinas em conexons, e dos conexons em 
canais intercelulares. Os conexons podem 
ser heteromericos ou homomericos, e os 
canais intercelulares podem ser homoti- 
picos ou heterotipicos. (C) Estrutura em 
alta resolugao de um canal de jungao do 
tipo fenda homomerico, determinada por 
cristalografia de raios X da conexina 26 
humana. Nesta posigao, temos uma visao 
de cima para baixo na diregao do poro 
formado pelas seis subunidades de cone¬ 
xinas. A estrutura ilustra as caracterfsticas 
gerais do canal e sugere um poro com cer- 
ca de 1,4 nm, como previsto por estudos 
sobre a permeabilidade da jungao do tipo 
fenda realizados com moleculas de varios 
tamanhos (ver Figura 19-24). (Codigo PDB: 
2ZW3.) 



Membranas plasmaticas 


Canal de 
1,5 nm de 
diametro 


Espago 
de 
2-4 nm 


/ 

Dois conexons 
alinhados formando 
um canal aberto entre as 
celulas adjacentes 


Conexons 
compostos 
por 6 unidades 


(A) 


I 

I 


1 

Homomerico 


. V V K 

1 INI 

Heteromerico Homotipico Heterotipico 



(B) Conexinas Conexons 


Canais intercelulares 


As jungoes do tipo fenda de diferentes tecidos podem ter propriedades distintas 
porque sao formadas por combinagoes diversas de conexinas, criando canais que dife- 
rem em permeabilidade e regulagao. A maioria dos tipos celulares expressa mais de um 
tipo de conexina, e duas proteinas conexinas diferentes podem se unir em uma conexao 
heteromerica com suas proprias propriedades distintas. Alem disso, celulas adjacentes 
que expressam diferentes conexinas podem formar canais intercelulares nos quais os 
dois hemicanais alinhados sao distintos (ver Figura 19-25B). 

Assim como os canais ionicos convencionais (discutido no Capitulo 11), os canais das 
jungoes do tipo fenda individuals nao permanecem abertos todo o tempo; em vez disso, eles 
abrem e fecham continuamente. Essas alteragoes sao induzidas por varios estimulos, in- 
cluindo a diferenga de voltagem entre as duas celulas conectadas, o potencial de membrana 
de cada celula e varias propriedades quimicas do citoplasma, incluindo o pH e a concentra- 
gao de Ca 2+ livre. Alguns subtipos de jungoes do tipo fenda tambem podem ser regulados 
por sinais extracelulares como os neurotransmissores. Estamos apenas comegando a en- 
tender as fungoes fisiologicas e as bases estruturais desses varios mecanismos de controle. 

Cada placa de jungao do tipo fenda e uma estrutura dinamica que pode pronta- 
mente formar-se, dissociar-se ou ser remodelada, podendo ser formada por agrupamen¬ 
tos de poucos ou ate centenas de conexons (ver Figura 19-23B). Estudos com conexinas 
marcadas com fluoroforos em celulas vivas mostraram que novos conexons sao constan- 
temente adicionados a periferia de uma placa juncional, enquanto os velhos conexons 
sao removidos do interior e destruidos (Figura 19-26). Esta renovagao e rapida: as mole¬ 
culas de conexinas tern meia-vida de poucas horas. 

O mecanismo de remogao dos velhos conexons do meio interior da placa nao e 
conhecido, mas a via de liberagao de novos conexons para a periferia parece clara. Eles 
sao inseridos na membrana plasmatica por exocitose, como as outras proteinas integrais 
de membrana, e entao se difundem no piano da membrana ate chegaram a periferia de 
uma placa de conexon e ficarem aprisionados. Como resultado, a membrana plasmatica 
distante da jungao do tipo fenda deve ter conexons - hemicanais - que ainda nao parea- 
ram com seus correspondentes na outra celula. Acredita-se que esses hemicanais ainda 
nao pareados sejam mantidos em uma conformagao muito proxima, impedindo que a 
celula perca suas pequenas moleculas pelo vazamento entre eles. Entretanto, tambem 
ha evidencias de que, em algumas circunstancias, eles podem abrir e atuar como canais 
para a liberagao de pequenas moleculas sinalizadoras. 









CAPITULO 19 Jungoes celulares e matriz extracelular 1053 


Figura 19-26 Renovagao das conexinas na jungao do tipo fenda. As celulas foram transfectadas com um 
gene de conexina levemente modificado, que codifica uma conexina com uma pequena cauda de aminoacido 
contendo quatro cisteinas em sua sequencia Cys-Cys-X-X-Cys-Cys (onde X significa qualquer aminoacido). Essa 
cauda de tetracisteina pode realizar uma ligagao forte a determinadas moleculas pequenas de corantes fluo- 
rescentes que podem ser adicionadas ao meio de cultura e entrar facilmente na celula por difusao atraves da 
membrana plasmatica. No inicio deste experimento, foi adicionado um corante verde para marcar as moleculas 
de conexina nas celulas e, a seguir, as celulas foram lavadas e incubadas por 4 a 8 horas. Apos este periodo, foi 
adicionado um corante vermelho, e as celulas foram novamente lavadas e fixadas. As moleculas de conexina 
presentes no inicio do experimento eram marcadas em verde (e nao absorviam corante vermelho porque suas 
caudas de tetracisteina ja estavam saturadas com o corante verde), enquanto as conexinas sintetizadas subse- 
quentemente, durante as 4 a 8 horas de incubagao, eram marcadas em vermelho. As imagens de fluorescencia 
mostram as jungoes do tipo fenda entre os pares de celulas tratadas dessa maneira. A porgao central da jungao 
do tipo fenda e verde, indicando que e formada por moleculas de conexinas antigas, enquanto a periferia e 
vermelha, indicando que e formada por moleculas de conexinas sintetizadas durante as ultimas 4 ou 8 horas de 
incubagao. Quanto maior o tempo de incubagao, menor a mancha verde central das moleculas antigas e maior 
o anel vermelho das novas moleculas na periferia, recrutadas para substituir as antigas. (De G. Gaietta et al., 
Science 296:503-507, 2002. Com permissao de AAAS.) 


Nas plantas, os plasmodesmos realizam muitas das fungoes das 
jungoes do tipo fenda 

Os tecidos de uma planta sao organizados por principios diferentes daqueles dos ani- 
mais. Isso ocorre porque as celulas das plantas estao aprisionadas dentro de uma parede 
celular rigida composta por uma matriz extracelular rica em celulose e outros polissaca- 
rideos, como veremos mais tarde. A parede celular das celulas adjacentes e firmemente 
fixada as suas vizinhas, eliminando a necessidade de as jungoes de ancoragem mante- 
rem as celulas no lugar. No entanto, a necessidade de contato celula-celula permanece. 
Assim, as celulas vegetais possuem apenas uma classe de jungoes intercelulares, os plas¬ 
modesmos. Como as jungoes do tipo fenda, eles conectam diretamente o citoplasma de 
duas celulas adjacentes. 

Nas plantas, entretanto, a parede celular entre um tipico par de celulas adjacentes 
tern pelo menos 0,1 pun de espessura, e assim uma estrutura muito diferente da jungao 
do tipo fenda e necessaria para mediar a comunicagao atraves dela. Os plasmodesmos 
solucionam o problema. Com poucas excegoes especializadas, cada celula viva em uma 
planta superior e conectada a sua vizinha por essas estruturas, as quais formam finos 
canais citoplasmaticos atraves da parede celular. Como mostrado na Figura 19-27A, a 
membrana plasmatica de uma celula e continua com a de sua vizinha em cada plasmo- 
desmo, e o citoplasma das duas celulas e conectado por um canal mais ou menos cilin- 
drico, com um diametro de 20 a 40 nm. 

No interior do canal da maioria dos plasmodesmos ha uma estrutura cilmdrica 
mais estreita, o desmotubulo, que e continuo com o reticulo endoplasmatico (RE) 
liso de cada celula (Figura 19-27B-D). Entre a porgao externa do desmotubulo e a 
face interna do canal cilindrico formado pela membrana plasmatica, ha um anel de 
citosol atraves do qual pequenas moleculas passam de uma celula a outra. Como 
cada parede celular e formada na fase de citocinese durante a divisao celular, os 
plasmodesmos tambem sao criados nessa fase. Eles se formam ao redor do reticulo 
endoplasmatico liso que fica aprisionado na placa celular em desenvolvimento (dis- 
cutido no Capitulo 17). Eles tambem podem se inserir de novo em paredes celulares 
preexistentes, onde normalmente sao encontrados como agrupamentos denomina- 
dos campos minados. Os plasmodesmos podem ser removidos quando nao sao mais 
necessarios. 

Apesar da diferenga radical em estrutura entre os plasmodesmos e as jungoes do 
tipo fenda, eles parecem atuar de maneira semelhante. Evidencias obtidas em experi- 
mentos onde sao injetadas moleculas marcadoras de diferentes tamanhos sugerem que 
os plasmodesmos permitem a passagem de moleculas com peso molecular abaixo de 
800, o que e similar ao tamanho permitido pelas jungoes do tipo fenda. O transporte 
atraves dos plasmodesmos e regulado como nas jungoes do tipo fenda. Experimentos 
com injegao de corantes mostram que pode haver barreiras a passagem mesmo de mo¬ 
leculas de baixo peso molecular entre certas celulas ou um grupo de celulas conectadas 
por plasmodesmos aparentemente normais. O mecanismo que restringe a comunicagao 
nesses casos nao e conhecido. 
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Figura 19-27 Plasmodesmos. (A) Os canais citoplasmaticos dos 
plasmodesmos furam a parede da celula vegetal e conectam as 
celulas da planta. (B) Cada plasmodesmo e revestido com uma 
membrana plasmatica comum as duas celulas ligadas. Normal- 
mente, o plasmodesmo tambem contem uma estrutura tubular 
fina, o desmotubulo, derivado do retfculo endoplasmatico liso. 

(C) Eletromicrografia de uma secgao longitudinal de urn plasmo¬ 
desmo de samambaia. A membrana plasmatica reveste os poros 
e e contfnua entre as celulas. Pode-se observar a associagao 
do retfculo endoplasmatico com os desmotubulos centrais. (D) 
Plasmodesmo similar visto em secgao transversal. (C e D, de R. 
Overall, J. Wolfe e B.E.S. Gunning, em Protoplasma 111, pp. 
134-150. Heidelberg: Springer-Verlag, 1982.) 



Membrana plasmatica 


As selectinas medeiam as adesoes transitorias celula-celula na 
corrente sangufnea 

Agora completamos nossa visao geral sobre as jungoes e adesoes celula-celula descre- 
vendo rapidamente alguns dos mecanismos de adesao mais especializados usados em 
alguns tecidos. Alem daqueles ja discutidos, pelo menos tres outras superfamflias de 
protemas de adesao celula-celula sao importantes: as integrinas, as selectinas e os mem- 
bros da superfamilia das imunoglobulinas (/g). Discutiremos com maiores detalhes as 
integrinas mais adiante: sua principal fungao ocorre na adesao celula-matriz, mas algu- 
mas delas medeiam a adesao celula-celula em circunstancias especiais. A dependencia 
de Ca 2+ fornece uma maneira simples de distinguir experimentalmente as tres classes de 
protemas de adesao. As selectinas, como as caderinas e as integrinas, precisam de Ca 2+ 
para suas fungoes de adesao, ao contrario dos membros da superfamilia das Igs. 

As selectinas sao protemas de superficie celular que se ligam a carboidratos ( lec- 
tinas ) que medeiam uma variedade de interagoes de adesao transitorias celula-celula 
na circulagao sangumea. Sua principal fungao, pelo menos nos vertebrados, e a coor- 
denagao do trafego dos leucocitos entre os orgaos linfoides normais e qualquer tecido 
inflamado. Os leucocitos tern vida nomade, vagando entre a circulagao sangumea e os 
tecidos, o que requer um comportamento especial de adesao. As selectinas controlam a 
ligagao dos leucocitos as celulas endoteliais que revestem os vasos sangumeos, permi- 
tindo que as celulas sangumeas migrem da circulagao para os tecidos. 

Cada selectina e uma protema transmembrana com um dominio lectina altamente 
conservado que se liga a oligossacarideos especificos em outra celula (Figura 19-28A). 
Ha pelo menos tres tipos de selectinas: a L-selectina nos leucocitos, a P-selectina nas pla- 
quetas e nas celulas endoteliais que tenham sido localmente ativadas por uma resposta 
inflamatoria, e a E-selectina nas celulas endoteliais ativadas. Em um orgao linfoide, como 
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um linfonodo ou o bago, as celulas endoteliais expressam oligossacarideos que sao reco- 
nhecidos pelas L-selectinas dos linfocitos, tornando os linfocitos lentos e aprisionando- 
-os. As celulas endoteliais, no local da inflamagao, alteram a expressao das selectinas que 
reconhecem os oligossacarideos nos leucocitos e nas plaquetas, marcando as celulas 
para que elas atuem no local da emergencia. Contudo, as selectinas nao atuam sozinhas; 
elas colaboram com as integrinas, que intensificam a ligagao das celulas sangumeas ao 
endotelio. As adesoes celula-celula mediadas pelas selectinas e integrinas sao heterofili- 
cas, isto e, a ligagao e a uma molecula diferente. As selectinas ligam-se a oligossacarideos 
especificos nas glicoprotemas e nos glicolipideos, enquanto as integrinas se ligam a pro- 
temas especificas da familia Ig. 

As selectinas e as integrinas atuam em sequencia permitindo que os leucocitos 
deixem a circulagao e migrem para os tecidos (Figura 19-28B). As selectinas medeiam 
uma fraca adesao porque a ligagao do dominio de lectina da selectina ao seu ligante 
carboidrato e de baixa afinidade. Isso permite que os leucocitos se associem de forma 
fraca e reversivel ao endotelio, rolando na superficie dos vasos, impelidos pelo flu- 
xo sanguineo. O rolamento continua ate que a celula sanguinea ative suas integrinas. 
Como veremos adiante, essas moleculas transmembrana podem ser alteradas para 
uma conformagao adesiva que permite que elas se encaixem com macromoleculas 
especificas externas a celula - neste caso, com as protemas da superficie das celulas 
endoteliais. Uma vez ligados dessa forma, os leucocitos escapam da circulagao san¬ 
guinea para os tecidos, esgueirando-se entre as celulas endoteliais adjacentes e dei- 
xando a circulagao sanguinea. 

Membros da superfamflia de imunoglobulinas fazem a mediagao 
da adesao celula-celula independente de Ca 2+ 

As principals protemas das celulas endoteliais reconhecidas pelas integrinas dos leu¬ 
cocitos sao denominadas moleculas de adesao de celulas intercelulares ( ICAMs, inter¬ 
cellular cell adhesion molecules) ou moleculas de adesao de celulas vasculares (VCAM, 
vascular cell adhesion molecule). Elas sao membros de outra grande e antiga familia de 
moleculas de superficie celular, a superfamflia de imunoglobulinas (Igs). Essas protei- 
nas contem um ou mais dommios extracelulares semelhantes as Igs, caracteristicos das 
moleculas de anticorpos. Elas possuem varias fungoes fora do sistema imune que nao 
estao relacionadas as defesas imunes. 

Enquanto as ICAMs e as VCAMs das celulas endoteliais medeiam ligagoes hete- 
rofilicas as integrinas, muitos outros membros da superfamflia de Igs parecem mediar 
ligagoes homofilicas. Um exemplo e a molecula de adesao de celulas neural ( NCAM , 
neural cell adhesion molecule), a qual e expressa por uma variedade de tipos celula- 
res, incluindo a maioria das celulas nervosas, e pode assumir diversas formas, geradas 
pelo processamento alternativo de um transcrito de RNA produzido por um unico gene 


Figura 19-28 Estrutura e fun^ao das 
selectinas. (A) Estrutura da P-selectina. A 
selectina liga-se ao citoesqueleto de actina 
por meio de protefnas adaptadoras que 
ainda sao pouco conhecidas. (B) Adesoes 
celula-celula mediadas pelas selectinas 
e integrinas necessarias a migragao dos 
leucocitos atraves dos vasos sanguineos 
para os tecidos. Primeiramente, as selec¬ 
tinas das celulas endoteliais ligam-se aos 
oligossacarideos dos leucocitos de modo 
que eles se tornam frouxamente aderidos 
e rolam sobre a parede do vaso. Entao, o 
leucocito ativa uma integrina de superficie 
celular denominada LFA1, que se liga a 
uma proteina denominada ICAM1 (per- 
tencente a superfamflia de Igs) presente na 
membrana da celula endotelial. Os leuco¬ 
citos se aderem a parede do vaso e se des- 
locam para fora do vaso por um processo 
que requer outro membro da superfamflia 
de imunoglobulinas denominado PECAM1 
(ou CD31), nao apresentado (Animagao 
19.2). EGF, fator de crescimento epidermi- 
co (do ingles: epidermal growth fator). 
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Figura 19-29 Dois membros da super- 
famflia de Igs de moleculas de adesao 
celula-celula. A NCAM e expressa em 
neuronios e outros tipos celulares e me- 
deia uma ligagao homofflica. A ICAM e ex¬ 
pressa nas celulas endoteliais e em alguns 
outros tipos celulares, ligando-se heterofi- 
licamente a uma integrina dos leucocitos. 
A NCAM e a ICAM sao glicoproteinas, 
mas as cadeias de carboidratos ligadas nao 
estao apresentadas. 



(Figura 19-29). Algumas formas de NCAM possuem uma quantidade incomumente 
grande de acido sialico (com as cadeias contendo centenas de unidades repetidas de 
acido sialico). Devido a sua carga negativa, as longas cadeias de acido polissialico podem 
interferir na adesao celular (porque cargas iguais se repelem); portanto essas formas de 
NCAM servem para inibir a adesao, e nao para causa-la. 

Uma celula de um determinado tipo em geral usa varias protemas de adesao dis- 
tintas para interagir com outras celulas, assim como cada celula usa varios receptores 
diferentes para responder a muitas moleculas sinalizadoras extracelulares soluveis em 
seu ambiente. Embora as caderinas e os membros da superfamilia de Igs costumem ser 
expressos nas mesmas celulas, as adesoes mediadas pelas caderinas sao muito mais 
fortes e responsaveis por manterem as celulas unidas, segregando grupos de celulas e 
mantendo a integridade dos tecidos. Moleculas como a NCAM parecem contribuir para 
a regulagao fina dessas interagoes adesivas durante o desenvolvimento e a regeneragao, 
atuando em varios fenomenos de adesao como os discutidos para as celulas sangumeas 
e endoteliais. Camundongos mutantes que nao possuem caderina-N morrem logo no 
inicio do desenvolvimento, e mutantes que nao possuem NCAM se desenvolvem nor- 
malmente, mas apresentam algumas anormalidades no desenvolvimento de determina- 
dos tecidos especificos, incluindo partes do sistema nervoso. 

Resumo 

No epitelio, bem como em outros tipos de tecidos, as celulas estao diretamente ligadas 
umas as outras por meio de fortes adesoes celula-celula, mediadas por protemas trans- 
membrana denominadas caderinas, que estao ancoradas intracelularmente ao citoesque- 
leto. As caderinas em geral se ligam umas as outras homofilicamente: a cabega de uma 
molecula de caderina se liga a cabega de uma caderina similar na celula oposta. Essa 
seletividade permite que populagoes mistas de celulas de diferentes tipos selecionem-se de 
acordo com a caderina espedfica que expressam, auxiliando no controle do rearranjo ce¬ 
lular durante o desenvolvimento. 

As caderinas classicas nas jungoes aderentes estao ligadas ao citoesqueleto de actina 
por meio de protemas adaptadoras intracelulares denominadas cateninas. Estasformam 
um complexo de ancoragem na cauda intracelular da molecula de caderina e estao envol- 
vidas nao somente na ancoragem fisica, mas tambem na detecgao e resposta a tensao e 
outros sinais reguladores na jungao. 

As jungoes compactas selam os espagos entre as celulas epiteliais, criando uma 
barreira contra a difusao das moleculas atraves da camada celular, ao mesmo tempo 
ajudando a separar as populagoes de protemas nos dommios apicais e basolaterais da 
membrana plasmatica das celulas epiteliais. As claudinas sao as principais protemas 
transmembrana queformam as jungoes compactas. As protemas de suporte intracelular 
organizam as claudinas e outras protemas juncionais em uma rede de protemas complexa 
que esta ligada ao citoesqueleto de actina. 
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As celulas de muitos tecidos animais sao ligadas por jungdes do tipofenda que pos- 
suem a forma de placas de agregados de conexons, as quais permitem que moleculas meno- 
res que 1.000 daltons passem diretamente do interior de uma celula para a celula vizinha. 
As celulas conectadas pelasjungdes do tipofenda compartilham muito de seus ions inorga- 
nicos e outras pequenas moleculas, estando, portanto, quimica e eletricamente conectadas. 

Tres classes adicionais de proteinas de adesao transmembrana medeiam uma ade- 
sao celula-celula passageira: as selectinas, os membros da superfamilia de imunoglobuli- 
nas e as integrinas. As selectinas sao expressas nos leucocitos, nas plaquetas e nas celulas 
endoteliais. Elas se ligam heterofilicamente aos grupos de carboidratos nas superficies ce¬ 
lulares, ajudando a mediar as interagoes de adesao entre essas celulas. As proteinas da 
superfamilia de Igs tambem atuam nessas interagoes, bem como em outros processos de 
adesao. Algumas delas se ligam de maneira homofilica, e outras, de forma heterofilica. 
Embora as integrinas atuem sobremaneira na adesao das celulas na matriz extracelular, 
elas tambem medeiam a adesao celula-celula ao se ligarem especificamente as proteinas 
da superfamilia de Igs. 

A MATRIZ EXTRACELULAR DOS ANIMAIS 


Os tecidos nao sao feitos somente de celulas. Eles tambem content uma extraordinaria 
rede complexa e intrincada de macromoleculas que constituem a matriz extracelular. 
Essa matriz e composta por muitas protemas diferentes e polissacarideos que sao se- 
cretados localmente e reunidos em uma rede organizada e em estreita associagao com a 
superficie das celulas que os produzem. 

As classes de macromoleculas que constituem a matriz extracelular nos diferentes 
tecidos animais sao globalmente semelhantes, mas as variagoes nas quantidades relati- 
vas dessas diferentes classes de moleculas e no modo como elas estao organizadas dao 
origem a uma surpreendente diversidade de materiais. A matriz pode tornar-se calcifi- 
cada para formar estruturas rigidas como os ossos e os dentes, ou pode formar a matriz 
transparente da cornea, ou ainda adotar a forma de cordoes que originam os tendoes e 
sua grande forga tensora. Ela forma a gelatina das aguas-vivas. Cobrindo o corpo de um 
besouro ou uma lagosta, forma uma rigida carapaga. Alem disso, a matriz extracelular e 
mais do que uma sustentagao passiva que fornece um suporte ftsico. Ela desempenha 
um papel complexo e ativo na regulagao do comportamento das celulas que tocam, ha- 
bitam e estendem-se por suas malhas, influenciando sua sobrevivencia, desenvolvimen- 
to, migragao, proliferagao, forma e fungao. 

Nesta segao, descreveremos as principais caracteristicas da matriz extracelular dos 
tecidos animais, com enfase nos vertebrados. Iniciaremos com uma visao geral das prin¬ 
cipais classes de macromoleculas da matriz e depois veremos a estrutura e fungao da 
lamina basal, a fina camada de matriz extracelular especializada que se encontra abaixo 
das celulas epiteliais. Nas segoes seguintes, descreveremos os diversos tipos de jungoes 
celula-matriz por meio das quais as celulas se conectam com a matriz. 

A matriz extracelular e produzida e orientada pelas celulas 

As macromoleculas que constituem a matriz extracelular sao produzidas localmente 
pelas celulas na matriz. Como discutiremos adiante, essas celulas tambem ajudam a 
organizar a matriz. A orientagao do citoesqueleto no interior da celula pode controlar 
a orientagao da matriz do lado de fora. Na maioria dos tecidos conectivos, as macromo¬ 
leculas da matriz sao secretadas por celulas denominadas fibroblastos (Figura 19-30). 
Em certos tipos especializados de tecido conectivo, como osso e cartilagem, elas sao se¬ 
cretadas por celulas da familia dos fibroblastos que possuem nomes mais especificos: os 
condroblastos, por exemplo, formam a cartilagem, e os osteoblastos, o osso. 

A matriz extracelular e formada por tres principais classes de moleculas: (1) os gli- 
cosaminoglicanos (GAGs), que sao grandes polissacarideos altamente carregados, em 
geral covalentemente ligados as protemas formando os proteoglicanos; (2) as protemas 
fibrosas, que sao, principalmente, membros da familia do colageno; e (3) uma grande 
classe de glicoproteinas nao colagenosas, que possuem os oligossacarideos ligados a 
asparagina convencionais (descritos no Capitulo 12). Todas as tres classes de macro¬ 
moleculas possuem muitos membros e apresentam varias formas e tamanhos (Figura 
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Figura 19-30 Fibroblastos no tecido conec¬ 
tivo. Esta micrografia eletronica de varredura 
mostra o tecido da cornea de rato. A matriz 
extracelular circundando os fibroblastos e 
composta principalmente porfibrilas de cola¬ 
geno. As glicoproteinas, as hialuronanas e os 
proteoglicanos, que costumam formar o gel 
hidratado preenchendo os interstfcios da rede 
fibrosa, foram removidos por tratamento acido 
e enzimatico. (Cortesia del Nishida.) 
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19-31). Acredita-se que os mamiferos possuam cerca de 300 proteinas de matriz, in- 
cluindo cerca de 36 proteoglicanos, 40 colagenos e mais de 200 glicoproteinas, as quais 
costumam conter multiplos subdommios e se autoassociam para formar multimeros. 
Acrescente-se a isso o grande numero de proteinas e enzimas associadas a matriz que 
podem modificar o comportamento da matriz por meio da ligagao cruzada, degrada- 
gao ou outros mecanismos, e podemos comegar a imaginar que a matriz e um material 
quase infinitamente variavel. Cada tecido contem sua propria mistura unica dos com- 
ponentes da matriz, resultando em uma matriz extracelular que e especializada para as 
necessidades daquele tecido. 

As moleculas de proteoglicanos no tecido conectivo formam uma "substantia ba- 
sica” semelhante a um gel, altamente hidratada, na qual o colageno e as glicoproteinas 
estao embebidos. O gel de polissacarideos resiste a forgas de compressao na matriz ao 
mesmo tempo em que permite a rapida difusao dos nutrientes, metabolitos e hormonios 
entre o sangue e as celulas dos tecidos. As fibras colagenas fortalecem e ajudam a orga- 
nizar a matriz, e as fibras de elastina, semelhantes a borracha, fornecem a resistencia. 
Por fim, as diversas glicoproteinas da matriz auxiliam na migragao, estabelecimento e 
diferenciagao celular nos locais adequados. 
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Figura 19-31 Comparagao entre as formas 
e os tamanhos de algumas das principals 
macromoleculas da matriz extracelular. As 

proteinas sao mostradas em verde, e os glicosa- 
minoglicanos (GAG), em vermelho. 



Figura 19-32 Sequencia repetida de 
dissacarideos da cadeia de glicosami- 
noglicanos (GAGs) do grupo sulfato de 
heparana. Essas cadeias podem ser com- 
postas por ate 200 moleculas de unidades 
de dissacarideos, mas em geral tern meta- 
de desse tamanho. Ha uma alta densidade 
de cargas negativas ao longo da cadeia, 
resultante da presenga dos grupos sulfato 
e carboxila. A molecula e representada 
aqui com o numero maximo de grupos 
sulfato. In vivo, a proporgao de grupos 
sulfatados e nao sulfatados e variavel. A 
heparina geralmente possui > 70% de sul- 
fatagao, enquanto o sulfato de heparana 
possui < 50%. 


As cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) ocupam grande parte 
do espago e formam geis hidratados 

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao cadeias polissacaridicas nao ramificadas compos - 
tas de unidades dissacaridicas repetidas. Um dos dois agiicares no dissacarideo repetido 
e sempre um amino agiicar (Af-acetilglicosamina ou Af-acetilgalactosamina), o qual, na 
maioria das vezes, e sulfatado. O segundo agiicar normalmente e um acido uronico (gli- 
curonico ou iduronico). Grupos sulfato ou carboxila ocorrem na maioria dos agiicares, e 
por isso os GAGs sao negativamente carregados (Figura 19-32). De fato, eles sao as mo¬ 
leculas mais anionicas produzidas pelas celulas animais. Quatros principais grupos de 
GAGs sao distinguidos de acordo com seus agiicares, o tipo de ligagao entre os agiicares 
e o numero e localizagao dos grupos sulfato: (1) hialuronana, (2) sulfato de condroitina e 
sulfato de dermatana, (3) sulfato de heparana e (4) sulfato de queratana. 

As cadeias polissacaridicas sao muito rigidas para se enovelarem em estruturas 
globulares compactas e sao muito hidrofilicas. Assim, os GAGs tendem a adotar uma 
conformagao altamente estendida, que ocupa um grande volume com relagao a sua 
massa (Figura 19-33), e formam geis hidratados mesmo a concentragoes muito baixas. 
O peso dos GAGs no tecido conectivo costuma ser inferior a 10% do peso das proteinas, 
mas as cadeias de GAGs preenchem grande parte do espago extracelular. Suas altas den- 
sidades de cargas negativas atraem uma nuvem de cations, sobretudo Na + , que sao os- 
moticamente ativos, fazendo grande quantidade de agua ser absorvida pela matriz. Isso 
cria uma pressao por inchago, ou turgencia, que permite que a matriz suporte forgas de 
compressao (ao contrario das fibras colagenas, que resistem as forgas de distensao). A 
matriz da cartilagem que forma as articulagoes dos joelhos, por exemplo, pode suportar 
pressoes de centenas de atmosferas. 

Defeitos na produgao de GAGs podem afetar muitos sistemas do organismo. Por 
exemplo, em uma doenga genetica humana rara, ha uma grave deficiencia na smtese do 
dissacarideo sulfato de dermatana. O individuo afetado possui baixa estatura, aparen- 
cia prematuramente envelhecida e defeitos generalizados na pele, nas articulagoes, nos 
miisculos e nos ossos. 



A/-acetilglicosamina Acido glicuronico 


Repetigao dissacaridica 
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A hialuronana atua como um preenchedor de espagos durante a 
morfogenese e o reparo 

A hialuronana (tambem chamada de acido hialurdnico ou hialuronato) e o mais sim¬ 
ples dos GAGs (Figura 19-34). Ela consiste em uma sequencia repetida regular de ate 
25 mil unidades dissacaridicas nao sulfatadas, encontrada em quantidades variaveis em 
todos os tecidos e fluidos adultos animais, sendo especialmente abundante no embriao 
no inicio do desenvolvimento. A hialuronana nao e um GAG tipico porque nao contem 
agucares sulfatados, todas as suas unidades dissacaridicas sao identicas, o tamanho de 
sua cadeia e enorme e em geral nao esta ligado covalentemente com qualquer protema 
central. Alem disso, enquanto outros GAGs sao sintetizados dentro da celula e liberados 
por exocitose, a hialuronana e liberada diretamente da superficie celular por um com- 
plexo enzimatico embebido na membrana plasmatica. 

A hialuronana possui uma fungao de resistencia a forgas de compressao nos teci¬ 
dos e nas articulagoes. E tambem importante como preenchedor de espago durante o 
desenvolvimento embrionario, quando pode ser usada para forgar a mudanga da forma 
e da estrutura, pois pequenas quantidades se expandem com a agua para ocupar um 
grande volume. A hialuronana sintetizada na porgao basal do epitelio, por exemplo, fre- 
quentemente serve para criar um espago livre de celulas para o qual as celulas irao mi- 
grar. Na formagao do coragao, por exemplo, a smtese de hialuronana auxilia na formagao 
das valvulas e dos septos que separam as camaras cardiacas. Um processo similar ocorre 
em varios outros orgaos. Quando a migragao celular termina, o excesso de hialuronana 
em geral e degradado pela enzima hialuronidase. A hialuronana tambem e produzida 
em grandes quantidades durante a cicatrizagao, sendo um importante constituinte do 
fluido das articulagoes, onde atua como um lubrificante. 

Os proteoglicanos sao compostos de cadeias de GAGs 
covalentemente ligadas a um nucleo proteico 

Com excegao da hialuronana, todos os GAGs sao covalentemente ligados a uma protema 
na forma de proteoglicanos, os quais sao produzidos pela maioria das celulas animais. 
A cadeia polipeptidica, ou nucleo proteico , de um proteoglicano e produzida pelos ribos- 
somos ligados a membrana e liberados no lumen do reticulo endoplasmatico. As cadeias 
polissacaridicas sao principalmente reunidas nesse nucleo proteico no aparelho de Gol¬ 
gi. Um conector tetrassacandico especial e unido a uma serina na cadeia lateral do nucleo 
proteico para atuar como um iniciador para o crescimento do polissacarideo, e entao um 
agucar e adicionado de cada vez por glicosiltransferases especificas (Figura 19-35). Ain- 
da no aparelho de Golgi, muitos dos agucares polimerizados sao covalentemente modi- 
ficados por uma serie de reagoes sequenciais coordenadas. As epimerizagoes alteram a 
configuragao dos substituintes ao redor de atomos de carbono individuais na molecula 
de agucar, e a sulfatagao aumenta a carga negativa. 

Os proteoglicanos sao facilmente distinguiveis das outras glicoproteinas pela natu- 
reza, quantidade e arranjo de suas cadeias laterais de agucares. Por definigao, pelo menos 
uma cadeia lateral de agucar de um proteoglicano deve ser um GAG. Enquanto as glicopro- 
temas costumam apresentar cadeias de oligossacarideos relativamente curtas e ramificadas 
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300 nm 

Figura 19-33 Dimensoes relativas e 
volumes ocupados por varias macromo- 
leculas. Varias proteinas, um granulo de 
glicogenio e uma molecula de hialuronana 
simples hidratada sao mostrados. 


Figura 19-34 Sequencia de dissacari- 
deo repetida na hialuronana, um GAG 
relativamente simples. Esta molecula 
ubiqua nos vertebrados consiste em uma 
unica cadeia longa de ate 25 mil mono- 
meros de agucar. Observe a ausencia de 
grupos sulfato. 
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Figura 19-35 A conexao entre as 
cadeias de GAGs e o seu nucleo pro- 
teico em uma molecula de proteogli- 
cano. Um tetrassacarideo especifico de 
conexao e primeiramente unido a uma 
cadeia lateral de serina. 0 resto da cadeia 
de GAGs, que consiste sobretudo em uni- 
dades de dissacarideos repetidas, e, entao, 
sintetizado, com um agucar sendo adicio- 
nado a cada vez. No sulfato de condroiti- 
na, o dissacarideo e composto por acido 
D-glicuronico e A/-acetil-D-galactosamina; 
no sulfato de heparana, e acido D-glicuro¬ 
nico ou acido L-iduronico e A/-acetil-D- 
-galactosamina; no sulfato de queratana e 
D-galactose e /V-acetil-D-glicosamina. 



Figura 19-36 Exemplos de um pro- 
teoglicano grande (agrecana) e um 
pequeno (decorina), encontrados na 
matriz extracelular. Eles sao comparados 
a uma molecula secretada de glicoproteina 
tfpica, a ribonuclease B pancreatica. Todos 
estao desenhados em escala. Os nucleos 
proteicos de ambos os proteoglicanos, 
agrecana e decorina, contem cadeias de 
oligossacarideos, bem como as cadeias de 
GAGs, mas as primeiraas nao sao mostra- 
das. A agrecana consiste em cerca de cem 
cadeias de sulfato de condroitina e cerca 
de 30 cadeias de sulfato de queratana li- 
gadas a um nucleo proteico rico em serina 
de aproximadamente 3 mil aminoacidos. A 
decorina "decora" a superffcie dasfibrilas 
de colageno (dai o nome). 


que contribuem para uma pequena fragao do seu peso, os proteoglicanos podem conter ate 
95% de seu peso em carboidratos, sendo a grande maioria na forma de longas cadeias GAGs 
nao ramificadas, cada uma em geral com cerca de 80 agucares de comprimento. 

Em princfpio, os proteoglicanos possuem um potencial quase ilimitado de hetero- 
geneidade. Mesmo um unico tipo de nucleo proteico pode variar bastante no numero e 
nos tipos de cadeias de GAGs a ele ligadas. Alem disso, o padrao de repetigao dos dissa¬ 
carideos em cada GAG pode ser modificado por um padrao complexo de grupos sulfato. 
Os nucleos proteicos tambem sao diversos, embora muitos compartilhem alguns domf- 
nios caracterfsticos, como o dominio LINK envolvido na ligagao dos GAGs. 

Os proteoglicanos podem ser enormes. O proteoglicano agrecana, por exemplo, o 
principal componente da cartilagem, possui uma massa de 3 x 10 6 daltons com mais de 
cem cadeias de GAGs. Outros proteoglicanos sao muito menores e possuem somente 1 a 
10 cadeias de GAGs. Um exemplo e a decorina, a qual e secretada por fibroblastos e pos¬ 
sui apenas uma cadeia de GAGs (Figura 19-36). A decorina se liga as fibrilas de colageno 
e regula a uniao e o diametro das fibrilas. Camundongos que nao produzem decorinas 
possuem pele fragil com forga tensora reduzida. Os GAGs e os proteoglicanos desses va- 
rios tipos podem se associar para formar complexos polimericos ainda maiores na ma¬ 
triz extracelular. Moleculas de agrecana, por exemplo, unem-se a hialuronana na matriz 
da cartilagem para formar agregados do tamanho de uma bacteria (Figura 19-37). Alem 
da associagao de um com o outro, os GAGs e os proteoglicanos se associam a protei- 
nas fibrosas da matriz como o colageno, criando compostos extremamente complexos 
(Figura 19-38). 

Nem todos os proteoglicanos sao componentes secretados na matriz extracelular. 
Alguns sao componentes integrais das membranas plasmaticas e possuem seu nucleo 
proteico inserido na bicamada lipidica ou ligado a bicamada lipidica ancorado pelo gli- 
cosilfosfatidilinositol (GPI). Entre os proteoglicanos de membrana plasmatica mais bem 
caracterizados estao as sindecanas, as quais possuem um nucleo proteico que atravessa 
a membrana, cujo dominio intracelular supostamente interage com o citoesqueleto de 
actina e com moleculas sinalizadoras no cortex celular. As sindecanas estao localizadas 
na superffcie de muitos tipos celulares, incluindo fibroblastos e celulas epiteliais. Nos 
fibroblastos, as sindecanas podem ser encontradas nas adesoes focais, onde modulam a 
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1 pim 


1 ^ Agregado de agrecana 



Figura 19-37 Agregado de agrecana 
da cartilagem de um feto bovino. (A) 

Micrografia eletronica de um agregado de 
agrecana sombreado com platina. Varias 
moleculas de agrecana livres tambem sao 
visualizadas. (B) llustragao esquematica do 
agregado de agrecana gigante mostrado 
em (A). 0 agregado consiste em aproxi- 
madamente cem monomeros de agrecana 
(cada um como o mostrado na Figura 
19-36) ligados nao covalentemente pelo 
domfnio N-terminal ao nucleo proteico 
de uma unica cadeia de hialuronana. 

Uma proteina liga o nucleo proteico do 
proteoglicano com a cadeia de hialurona¬ 
na, estabilizando o agregado. As proteinas 
de conexao sao membros da famflia das 
proteinas de ligagao de hialuronana, algu- 
mas das quais sao proteinas de superficie 
celular. A massa molecular deste complexo 
pode ser de 10 8 daltons ou mais e ocupa 
um volume equivalente ao de uma bac¬ 
teria, que e cerca de 2 x 10“ 12 cm 3 . (A, 
cortesia de Lawrence Rosenberg.) 


fungao da integrina pela interagao com a fibronectina na superficie celular e com o cito- 
esqueleto e proteinas sinalizadoras do interior da celula. Como discutiremos adiante, as 
sindecanas e outros proteoglicanos tambem interagem com peptideos soliiveis de fato- 
res de crescimento, influenciando seus efeitos no crescimento e na proliferagao celular. 

Os colagenos sao as principais proteinas da matriz extracelular 

A familia dos colagenos e constituida pelas proteinas fibrosas encontradas em todos os 
animais multicelulares. Elas sao secretadas pelas celulas do tecido conectivo e por uma 
variedade de outros tipos celulares. Como principal componente da pele e dos ossos, os 
colagenos sao as proteinas mais abundantes nos mamiferos, constituindo 25% da massa 
proteica total desses animais. 

A principal caracteristica de uma molecula de colageno tipica e a estrutura longa 
e rigida de sua fita tripla helicoidal, na qual tres cadeias polipeptidicas de colageno, de- 
nominadas cadeias a, sao enroladas umas nas outras formando uma super-helice seme- 
lhante a uma corda (Figura 19-39). Os colagenos sao extremamente ricos em prolina e 
glicina, importantes na formagao da helice de tres fitas. 



Figura 19-38 Proteoglicanos na matriz 
extracelular da cartilagem de rato. 0 

tecido foi rapidamente congelado a 
-196°C, fixado e corado ainda congelado 
(por um processo chamado de criossubs- 
tituigao) para evitar o colapso das cadeias 
de GAGs. Nesta eletromicrografia, as 
moleculas de proteoglicanos sao vistas for¬ 
mando uma rede de filamentos finos, na 
qual uma unica fibrila de colageno estria- 
do esta embutida. As partes mais coradas 
(escuras) das moleculas de proteoglicanos 
sao o nucleo proteico; os fios menos cora- 
dos sao as cadeias de GAGs. (Reproduzida 
de E.B. Hunziker e R.K. Schenk, J. Cell Biol. 
98:277-282, 1984. Com permissao de 
The Rockefeller University Press.) 
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Figura 19-39 Estrutura de uma molecula tfpica de colageno. (A) Modelo parcial de uma unica ca- 
deia a de colageno na qual cada aminoacido e representado por uma esfera. A cadeia contem cerca de 
mil aminoacidos e e organizada como uma helice para a esquerda, contendo tres aminoacidos por volta, 
sendo que o terceiro e sempre uma glicina. Portanto, uma cadeia a e composta por uma serie de trincas 
da sequencia Gly-X-Y, onde X e Y podem ser qualquer aminoacido (embora, em geral, o X seja uma pro- 
lina e o Y uma hidroxiprolina, uma forma de prolina que e quimicamente modificada durante a sintese 
do colageno na celula). (B) Modelo parcial de uma molecula de colageno em que as tres cadeias a, cada 
uma representada por uma cor diferente, sao enroladas umas nas outras, formando a helice de fita tripla 
em forma de bastao. A glicina e o unico aminoacido pequeno o suficiente para ocupar o interior da tripla 
helice. Apenas urn curto segmento da molecula esta representado; o comprimento total da molecula e de 
300 nm. (A partir do modelo de B.L. Trus.) 

O genoma humano contem 42 genes distintos que codificam diferentes cadeias a 
de colageno. Diversas combinagoes desses genes sao expressas em diferentes tecidos. 
Embora, a principio, milhares de tipos de moleculas de colageno de fita tripla possam se 
agrupar em varias combinagoes das 42 cadeias a, somente um numero limitado de com- 
binagoes de helices triplas e possivel, e cerca de 40 tipos de moleculas de colageno foram 
encontrados. O colageno tipo Ieo mais comum, sendo o principal encontrado na pele 
e nos ossos. Ele pertence a classe dos colagenos fibrilares, ou colagenos formadores de 
fibrilas, que, apos serem secretados no espago extracelular, reunem-se em polimeros de 
ordem superior denominados fibrilas de colageno, que sao estruturas finas (10 a 300 
nm de diametro) com centenas de micrometros de comprimento nos tecidos maduros, 
onde sao claramente visiveis por micrografia eletronica (Figura 19-40, ver tambem Fi¬ 
gura 19-38). As fibrilas de colageno costumam se agregar em feixes semelhantes a cabos, 
muito maiores, com varios micrometros de diametro, os quais podem ser vistos ao mi- 
croscopio optico como fibras colagenas. 

Os colagenos tipo IX e XII sao denominados colagenos associados a fibrilas porque 
decoram a superficie das fibrilas de colageno. Acredita-se que eles ligam essas fibrilas 
umas as outras e a outros componentes na matriz extracelular. O tipo IV e um colageno 
formador de rede, constituindo a maior parte da lamina basal, enquanto as moleculas 
do tipo VII formam dimeros que se reunem em estruturas especializadas denominadas 
fibrilas de ancoragem. As fibrilas de ancoragem auxiliam a conexao da lamina basal do 
epitelio de multiplas camadas ao tecido conectivo subjacente e, portanto, sao especial- 
mente abundantes na pele. Ha tambem imimeras protemas “tipo colageno” contendo 
curtos segmentos semelhantes ao colageno. Estas incluem o colageno tipo XVII, que 
possui um dominio transmembrana e e encontrado nos hemidesmossomos, e o tipo 
XVIII, no nucleo proteico do proteoglicano da lamina basal. 

Muitas protemas que contem um padrao repetido de aminoacidos evoluiram de 
duplicagoes das sequencias de DNA. Os colagenos fibrilares aparentemente surgiram 
dessa forma. Assim, os genes que codificam as cadeias a da maioria desses colagenos 
sao muito grandes (ate 44 quilobases de comprimento) e contem cerca de 50 exons. 
A maioria dos exons possui 54 ou multiplos de 54 nucleotideos de comprimento, su- 
gerindo que esses colagenos surgiram por duplicagoes multiplas de um gene primor- 


Figura 19-40 Fibroblasto circundado 
por fibrilas de colageno no tecido 
conectivo embrionario da pele de 
ave. Nesta micrografia eletronica, as 
fibrilas estao organizadas em feixes que 
correm aproximadamente em angulo de 
90° entre si. Assim, alguns feixes estao 
orientados longitudinalmente, enquanto 
outros sao vistos em corte transversal. As 
fibrilas de colageno sao produzidas pelos 
fibroblastos. (De C. Ploetz, E.l. Zycband e 
D.E. Birk, J. Struct Biol. 106:73-81, 1991 
Com permissao de Elsevier.) 
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Alguns tipos de colageno e suas propriedades 



Tipo Forma polimerizada Distribuigao nos tecidos 

Fenotipo mutante 


Formador de fibrila 
(fibrilar) 

1 

Fibrila 

Ossos, pele, tendoes, ligamentos, 
cornea, orgaos internos 
(constituem cerca de 90% do 
colageno do corpo) 

Graves defeitos osseos, fraturas 
(osteogenesis imperfecta) 


II 

Fibrila 

Cartilagem, disco intervertebral, 
notocorda, humor vitreo do olho 

Deficiencia de cartilagem, nanismo 
(condrodisplasia) 


III 

Fibrila 

Pele, vasos sanguineos, orgaos 
internos 

Fragilidade cutanea, perda das 
articulagoes, suscetibilidade a ruptura 
dos vasos sanguineos (sindrome de 
Ehlers-Danlos) 


V 

Fibrila (com tipo 1) 

0 mesmo para o tipo 1 

Pele fragil, articulagoes frouxas, vasos 
sanguineos faceis de romper 


XI 

Fibrila (com tipo II) 

0 mesmo para o tipo II 

Miopia, cegueira 

Associado a fibrilas 

IX 

Associagao lateral com 
fibrilas tipo II 

Cartilagem 

Osteoartrite 

Formador de rede 

IV 

Rede em forma de camada 

Lamina basal 

Doenga renal (glomerulonefrite), surdez 


VII 

Fibrilas ancoradouras 

Abaixo do epitelio escamoso 
estratificado 

Bolhas na pele 

Transmembrana 

XVII 

Nao fibrilar 

Hemidesmossomos 

Bolhas na pele 

Nucleo proteico de 
proteoglicano 

XVIII 

Nao fibrilar 

Lamina basal 

Miopia, descolamento da retina, 
hidrocefalia 


Note que os tipos I, IV, V, IX e XI sao compostos de dois ou tres tipos de cadeias a (distintas, grupos que nao se sobrepoem em cada caso), enquanto os tipos II, 
III, VII, XVII e XVIII sao compostos de apenas um tipo de cadeia a. 


dial contendo 54 nucleotideos e codificando exatamente seis repetigoes Gly-X-Y (ver 
Figura 19-39). 

A Tabela 19-2 apresenta detalhes adicionais de alguns tipos de colageno discuti- 
dos neste capitulo. 


Os colagenos secretados associados a fibrilas ajudam a organiza-las 


Ao contrario dos GAGs, que resistem as forgas compressoras, as fibrilas de colageno for- 
mam estruturas que resistem as forgas tensoras. As fibrilas possuem varios diametros e 
estao organizadas de diferentes formas em diferentes tecidos. Na pele dos mamiferos, 
por exemplo, elas estao entrelagadas, como no vime, para resistir as tensoes em multi- 
plas diregoes; o couro consiste desse material, adequadamente preservado. Nos tendoes, 
as fibrilas de colageno estao organizadas em feixes paralelos alinhados ao longo do eixo 
principal de tensao. No osso maduro e na cornea, elas estao arranjadas em camadas or- 
denadas como em madeira compensada, com as fibrilas de cada camada paralelas entre 
si e quase em angulo reto com as fibrilas nas camadas dos dois lados. O mesmo arranjo 
ocorre na pele de girinos (Figura 19-41). 

As proprias celulas do tecido conectivo devem determinar o tamanho e o arranjo 
das fibrilas de colageno. As celulas podem expressar um ou mais genes para diferentes 
tipos de moleculas de colageno fibrilares. Mesmo as fibrilas compostas pela mesma 
mistura de colagenos possuem diferentes arranjos em diferentes tecidos. Como isso 
e conseguido? Parte da resposta e que as celulas podem regular a disposigao das mo¬ 
leculas de colageno apos a secregao, conduzindo a formagao das fibrilas de colageno 
proximo a membrana plasmatica. Alem disso, as celulas podem influenciar essa orga- 
nizagao secretando, juntamente com os colagenos fibrilares, diferentes quantidades de 

Figura 19-41 Fibrilas de colageno da pele de um girino. Esta micrografia eletronica mostra o arranjo continuo 
e entrecruzado das fibrilas de colageno: camadas sucessivas de fibrilas se posicionam, umas em relagao as outras, 
em angulos retos. Tal arranjo tambem e encontrado em ossos maduros e na cornea. (Cortesia de Jerome Gross.) 
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Molecula de 
colageno tipo IX 


Fibrila de 
colageno tipo II 



Figura 19-42 Colageno tipo IX. (A) llustragao esquematica de moleculas de cola¬ 
geno tipo IX em padrao periodico, ligando-se a superffcie de uma fibrila contendo 
colageno tipo II. (B) Micrografia eletronica com sombreamento rotatorio de uma fibrila 
contendo colageno tipo II de cartilagem, revestida com moleculas de colageno tipo IX. 
(C) Uma molecula individual de colageno tipo IX. (B e C, de L. Vaughan et al., J. Cell 
Biol. 106:991-997, 1988. Com permissao deThe Rockefeller University Press.) 



1 mm 


Figura 19-43 Organizagao da forma da 
matriz extracelular pelas celulas. Esta 
micrografia mostra uma regiao entre dois 
pedagos de coragao embrionario de ave 
(rico em fibroblastos, como as celulas do 
musculo cardiaco) cultivados sobre urn 
gel de colageno, durante quatro dias. 

Urn cordao denso de fibras de colageno 
alinhadas foi formado entre os explantes, 
supostamente como resultado dos "pu- 
xoes" dos fibroblastos do explante no 
colageno. (De D. Stopak e A.K. Harris, Dev. 
Biol. 90:383-398, 1982. Com permissao 
de Academic Press.) 


outras macromoleculas de matriz. Em particular, elas secretam a proteina fibrosa fibro- 
nectina, como veremos mais adiante, e essa secregao precede a formagao das fibrilas 
de colageno e ajuda na sua organizagao. 

Acredita-se que os colagenos associados a fibrilas, como os colagenos tipo IX e 
XII, sejam especialmente importantes na organizagao das fibrilas de colageno. Eles dife- 
rem do colageno fibrilar nos seguintes aspectos. Primeiro, sua estrutura de helice de fita 
tripla e interrompida por um ou dois pequenos dommios nao helicoidais que tornam a 
molecula mais flexivel do que as moleculas de fibrilas de colageno. Segundo, eles nao se 
agregam uns aos outros para formar fibrilas no espago extracelular. Ao contrario, eles se 
ligam a superficie das fibrilas formadas pelo colageno fibrilar de forma periodica. Mole¬ 
culas do tipo IX ligam-se as fibrilas contendo colageno tipo II nas cartilagens, na cornea 
e no humor vitreo (Figura 19-42), enquanto as moleculas do tipo XII ligam-se as fibrilas 
contendo colageno tipo I nos tendoes e em varios tecidos. 

Os colagenos associados as fibrilas parecem mediar as interagoes das fibrilas de 
colageno umas com as outras e com outras macromoleculas da matriz. Dessa forma, eles 
atuam na determinagao da organizagao das fibrilas na matriz. 

As celulas auxiliam na organizagao das fibrilas de colageno que 
secretam, exercendo tensao na matriz 

As celulas interagem mecanica e quimicamente com a matriz extracelular, e estudos em 
cultura sugerem que a interagao mecanica pode ter efeitos dramaticos na arquitetura do 
tecido conectivo. Assim, quando os fibroblastos sao misturados com uma malha de fibri¬ 
las de colageno orientadas ao acaso que forma um gel nas placas de cultura de celulas, 
os fibroblastos puxam essa malha, extraindo colageno das vizinhangas e, desse modo, 
fazendo com que o gel se contraia a uma pequena fragao do seu volume inicial. Por ativi- 
dades similares, um agrupamento de fibroblastos circunda a si mesmo com uma capsula 
densa de fibras de colageno orientadas ao seu redor. 

Se dois pequenos pedagos de tecido embrionario contendo fibroblastos sao co- 
locados longe do gel de colageno, o colageno interveniente organiza-se em uma banda 
compacta de fibras alinhadas que conectam os dois explantes (Figura 19-43). Os fibro¬ 
blastos migram, subsequentemente, para fora dos explantes junto com as fibras de cola¬ 
geno alinhadas. Assim, os fibroblastos influenciam o alinhamento das fibras de colage¬ 
no, as quais, por sua vez, afetam a distribuigao dos fibroblastos. 

Os fibroblastos podem ter fungoes semelhantes na organizagao da matriz extrace¬ 
lular dentro do corpo. Primeiro, eles sintetizam as fibrilas de colageno e as depositam na 
orientagao correta. A seguir, trabalham na matriz que secretam, arrastando-se sobre ela 
e puxando para criar os tendoes e os ligamentos e as duras e densas camadas de tecido 
conectivo que circundam e mantem a maioria dos orgaos. 






CAPITULO 19 Jungoes celulares e matriz extracelular 1065 




Figura 19-44 Fibras elasticas. Estas 
micrografias eletronicas de varredura mos- 
tram uma parte de um segmento da aorta 
de cachorro em pequeno aumento (A), e 
uma vista em alta resolugao da densa rede 
de fibras elasticas orientadas longitudinal- 
mente na camada externa do mesmo vaso 
sanguineo (B). Todos os outros componen- 
tes foram removidos pela agao de enzimas 
e acido formico. (De K.S. Haas et al., Anat. 
Rec. 230:86-96, 1991. Com permissao de 
Wiley-Liss.) 
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A elastina confere elasticidade aos tecidos 

Muitos tecidos de vertebrados, como a pele, os vasos sanguineos e os pulmoes, necessitam 
de forga elastica para exercerem sua fungao. Uma rede de fibras elasticas da matriz extra¬ 
celular desses tecidos lhes confere resistencia para retorcer apos um estiramento transitorio 
(Figura 19-44). As fibras elasticas sao, pelo menos, cinco vezes mais extensiveis do que uma 
tira de borracha com a mesma area transversal. As longas e inelasticas fibrilas de colageno 
sao entrelagadas com as fibras elasticas para limitar a distensao e evitar que o tecido rasgue. 

O principal componente das fibras elasticas e a elastina, uma proteina altamente 
hidrofobica (com cerca de 750 aminoacidos de comprimento), a qual, como o colageno, e 
rica em prolina e glicina, mas, ao contrario do colageno, nao e glicosilada. A tropoelastina 
soluvel (o precursor biossintetico da elastina) e secretada no espago extracelular e reuni- 
da em fibras elasticas proximo a membrana plasmatica, em geral em invaginagoes da su- 
perficie celular. Apos a secregao, as moleculas da tropoelastina tornam-se altamente in- 
tercruzadas umas as outras, formando uma extensa rede de fibras e camadas de elastina. 

A proteina elastina e composta, principalmente, de dois tipos de pequenos seg- 
mentos que se alternam ao longo da cadeia polipeptidica: os segmentos hidrofobicos, 
que sao responsaveis pelas propriedades elasticas da molecula, e os segmentos de 
a-helices ricas em lisina e alanina, os quais sao ligados de maneira cruzada as moleculas 
adjacentes por ligagoes covalentes dos residuos de lisina. Cada segmento e codificado 
por um exon independente. Ainda ha controversias a respeito da conformagao das mo¬ 
leculas de elastina nas fibras elasticas, e de como a estrutura dessas fibras confere tais 
propriedades de elasticidade. Para alguns, a cadeia polipeptidica de elastina, como as 
cadeias de polimeros na borracha comum, adota uma conformagao frouxa e aleatoria, 
sendo esta estrutura de mola das moleculas componentes com ligagao cruzada nas fi¬ 
bras elasticas da rede que permite que toda a rede se distenda e volte a forma original 
como uma borracha (Figura 19-45). 

A elastina e a proteina de matriz extracelular predominante nas arterias e com- 
preende 50% do peso seco da maior arteria, a aorta (ver Figura 19-44). Mutagoes no gene 
da elastina causam deficiencia da proteina em camundongos e no homem, resultando 
em um estreitamento da aorta e de outras arterias como resultado da proliferagao ex- 
cessiva das celulas do musculo liso na parede arterial. Aparentemente, a elasticidade da 
arteria normal e necessaria para frear a proliferagao dessas celulas. 

As fibras de elastina nao sao compostas somente de elastina. O micleo de elastina 
e coberto por uma camada de microfibrilas, cada uma apresentando um diametro de 
cerca de 10 nm. Elas sao produzidas, durante o desenvolvimento dos tecidos, antes da 
elastina e parecem formar um suporte no qual as moleculas de elastina secretadas sao 
depositadas. Arranjos de microfibrilas sao elasticos e em alguns locais persistem na au- 
sencia de elastina: eles mantem o cristalino dos olhos no lugar, por exemplo. As microfi- 
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Figura 19-45 Distensao de uma rede de 
moleculas de elastina. As moleculas sao 
unidas por ligagoes covalentes ( vermelho ), 
produzindo uma rede entrecruzada. No modelo 
mostrado, cada molecula de elastina da rede 
pode expandir-se e contrair-se aleatoriamente, 
como uma mola, de modo que toda a estrutura 
pode ser distendida e retornar a forma original, 
como uma fita elastica. 
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Figura 19-46 Complexo das glicoproteinas 
da matriz extracelular. Muitas glicoproteinas 
da matriz sao grandes proteinas de suporte 
contendo multiplas copias de donmnios es- 
pecificos de interagao com proteinas. Cada 
domfnio e enovelado em discretas estruturas 
globulares, e muitos desses donmnios estao 
distribuidos ao longo da proteina como contas 
em urn colar. Este diagrama mostra quatro 
proteinas representativas entre as cerca de 200 
glicoproteinas de matriz encontradas em ma- 
miferos. Cada proteina contem multiplos do¬ 
nmnios repetidos, com seus nomes descritos na 
legenda da figura. A fibronectina, por exemplo, 
contem numerosas copias de tres diferentes 
repetigoes de fibronectina (tipos I a III, descritos 
como FN1, FN2 e FN3). Duas repetigoes do tipo 
III proximas a extremidade C-terminal contem 
sftios de ligagao importantes para as integri- 
nas de superffcie celular, ao passo que outras 
repetigoes FN estao envolvidas na ligagao da 
fibrina, colageno e heparina, como indicado no 
diagrama (ver Figura 19-47). Outras proteinas 
de matriz contem sequences repetidas que se 
assemelham aquelas do fator de crescimento 
epidermico (EGF), o principal regulador do 
crescimento e proliferagao celular. Essas re¬ 
petigoes podem desempenhar uma fungao 
de sinalizagao similar nas proteinas da matriz. 
Outras proteinas contem donmnios, como as 
repetigoes da proteina de ligagao do fator de 
crescimento semelhante a insulina (IGFBP), que 
se liga e regula a fungao de fatores de cresci¬ 
mento soluveis. Para acrescentar maior diver- 
sidade estrutural, muitas dessas proteinas sao 
codificadas por transcritos de RNA que podem 
ser processados de diferentes maneiras, adi- 
cionando ou removendo exons, como aqueles 
na fibronectina. Finalmente, as fungoes regula- 
doras e de sustentagao de muitas proteinas de 
matriz sao expandidas ainda mais por meio da 
reuniao em formas multimericas, como apesen- 
tado a direita da figura. A fibronectina forma 
dimeros ligados na porgao C-terminal, ao passo 
que a tenascina e a trombospondina formam 
hexameros e trimeros ligados na porgao N- 
-terminal, respectivamente. Outros donmnios 
incluem quatro repetigoes de trombospondina 
(TSPN, TSP1, TSP3, TSP_C). VWC, von Wille- 
brand tipo C (do ingles, von Willebrand type 
0; FBG, semelhante ao fibrinogenio (do ingles, 
fibrinogen-like). (Adaptada de R.O. Hynes e 
A. Naba, Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 
4:a004903, 2012.) 


Molecula de elastina 

Ligagao cruzada 



brilas sao compostas de uma serie de glicoproteinas distintas, incluindo uma grande gli- 
coproteina, a flbrilina, a qual se liga a elastina e e essencial para a integridade das fibras 
elasticas. Uma mutagao no gene da fibrilina resulta na smdrome de Marfan, uma doenga 
humana relativamente comum. Nos individuos mais afetados, a aorta esta sujeita a rup- 
turas; outro efeito comum e o deslocamento do cristalino e anormalidades no esqueleto 
e nas articulagoes. Os individuos afetados costumam ser altos e magros. Suspeita-se de 
que Abraham Lincoln apresentasse tal alteragao. 

A fibronectina e outras glicoproteinas multidomfnios auxiliam na 
organizagao da matriz 

Alem dos proteoglicanos, colagenos e fibras elasticas, a matriz extracelular contem mui¬ 
tos tipos variados de glicoproteinas que em geral possuem multiplos dommios, cada um 
com um sitio de ligagao especifico para outra macromolecula da matriz e para os recep- 
tores de superficie celular (Figura 19-46). Essas proteinas contribuem para a organizagao 
da matriz, auxiliando a ligagao das celulas. Como os proteoglicanos, elas tambem guiam o 
movimento celular nos tecidos em desenvolvimento, servindo como trilhos, ao longo dos 
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quais as celulas podem migrar, ou como repelentes, mantendo as celulas longe das areas 
proibidas. Elas tambem podem se ligar e, portanto, influenciar a fungao dos peptideos de 
fatores de crescimento e outras pequenas moleculas produzidas pelas celulas vizinhas. 

O membro mais bem conhecido desta classe de protemas de matriz e a fibronec¬ 
tina, uma grande glicoprotema encontrada em todos os vertebrados e importante para 
muitas interagoes celula-matriz. Camundongos mutantes incapazes de produzir fibro- 
nectina morrem no imcio da embriogenese, pois suas celulas endoteliais nao formam 
vasos sangumeos adequados. Acredita-se que esse defeito resulte de anormalidades nas 
interagoes dessas celulas com a matriz extracelular circundante, a qual, normalmente, 
contem fibronectina. 

A fibronectina e um dimero composto de duas grandes subunidades unidas por 
pontes de dissulfeto nas suas extremidades C-terminais. Cada subunidade contem uma 
serie de pequenos dommios repetidos, ou modulos, separados por pequenos segmentos 
de cadeias polipeptidicas flexiveis (Figura 19-47). Cada dominio e, normalmente, codi- 
ficado por um exon separado, sugerindo que o gene da fibronectina, como os genes que 
codificam muitas protemas da matriz, evoluiu pela duplicagao de multiplos exons. No ge- 
noma humano, ha apenas um gene de fibronectina, contendo cerca de 50 exons de tama- 
nhos semelhantes, mas os transcritos podem ser processados de diferentes maneiras para 
produzir multiplas isoformas de fibronectina (ver Figura 19-46). O principal dominio de 
repetigao da fibronectina e denominado repetigao de fibronectina tipo III, que contem 
cerca de 90 aminoacidos de tamanho e ocorre pelo menos 15 vezes em cada subunidade. 
Essa repetigao esta entre os mais comuns de todos os dommios proteicos de vertebrados. 

A fibronectina se liga a integrinas 

Uma forma de analisar uma molecula de proteina multifuncional complexa como fibro¬ 
nectina e sintetizar cada regiao da proteina e testar sua capacidade de se ligar a outras 
protemas. Com esse e outros metodos, foi possivel mostrar que uma regiao da fibro¬ 
nectina se liga ao colageno, outra se liga a proteoglicanos, e outras se ligam a integri¬ 
nas especificas na superficie de varios tipos de celulas (ver Figura 19-47B). Peptideos 
sinteticos correspondendo a diferentes segmentos do dominio de ligagao da integrina 
foram usados para mostrar que a ligagao depende de uma sequencia especifica de tri- 
peptideos ( Arg-Gly-Asp ou RGD ) que e encontrada em uma das repetigoes do tipo III 
(ver Figura 19-47C). Mesmo peptideos muito pequenos contendo essa sequencia RGD 
podem competir com a fibronectina pelo sitio de ligagao a celula e, portanto, inibir a 
ligagao da celula com a fibronectina da matriz. 

Varias protemas extracelulares, alem da fibronectina, tambem possuem uma se¬ 
quencia RGD que medeia a ligagao a superficie celular. Muitas dessas protemas sao com- 


Figura 19-47 Estrutura do dimero de 
fibronectina. (A) Micrografia eletronica 
de moleculas de dimeros de fibronectina 
sombreadas com platina; as setas verme- 
Ihas marcam as unioes C-terminais. (B) As 
duas cadeias polipeptidicas sao similares, 
mas geralmente nao identicas (codificadas 
pelo mesmo gene, mas com distintos pro- 
cessamentos dos mRNAs). Elas sao ligadas 
por duas ligagoes dissulfeto proximas ao 
C-terminal. Cada cadeia possui cerca de 
2.500 aminoacidos de comprimento e 
e enovelada em multiplos domfnios (ver 
Figura 19-46). Como indicado, alguns 
domfnios sao especializados para se liga- 
rem a uma determinada molecula. Para 
simplificar, nem todos os sftios de ligagao 
conhecidos estao apresentados. (C) Es¬ 
trutura tridimensional da nona e decima 
repetigao de fibronectina tipo III, como 
determinado por cristalografia de raios 
X. A Arg-Gly-Asp (RGD) e a sequencia de 
"sinergia" representada em vermelho sao 
importantes para a ligagao das integri¬ 
nas na superficie celular. (A, de J. Engel 
et al., J. Mol. Biol. 150:97-120, 1981. 
Com permissao de Academic Press; C, de 
Daniel J. Leahy, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 
13:363-393, 1997. Com permissao de 
Annual Reviews.) 
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Figura 19-48 Detecgao da tensao pela 
fibronectina. Acredita-se que algumas 
repetigoes de fibronectina tipo III se de- 
senovelam quando a fibronectina e esti- 
cada. 0 desenovelamento expoe sftios de 
ligagao ocultos que interagem com outras 
moleculas de fibronectina resultando na 
formagao de filamentos de fibronectina 
como aqueles mostrados na Figura 19-49. 
(De V. Vogel e M. Sheetz, Nat. Rev. Mol. 
Cell Biol. 7:265-275, 2006. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 



Figura 19-49 Organizagao da fibronectina 
em fibrilas na superficie celular. Esta micro- 
grafia de fluorescencia mostra a extremidade 
posterior de urn fibroblasto de camundongo 
em migragao. A fibronectina extracelular esta 
corada em verde, e os filamentos de actina in- 
tracelulares estao corados em vermelho. Inicial- 
mente, a fibronectina esta presente como urn 
agregado de pequenos pontos proximos a ex¬ 
tremidade frontal da celula. Eles se acumulam 
nas adesoes focais (sftios de ancoragem dos 
filamentos de actina, discutidos mais tarde) e 
organizam-se em fibrilas paralelas aos filamen¬ 
tos de actina. As moleculas de integrina atra- 
vessam a membrana celular, ligando a fibro¬ 
nectina de fora da celula com os filamentos de 
actina do interior da celula (ver Figura 19-55). 
Acredita-se que a tensao exercida por essa 
ligagao nas moleculas de fibronectina estique 
a molecula, expondo seus sftios de ligagao e 
promovendo a formagao da fibrila. (Cortesia de 
Roumen Pankov e Kenneth Yamada.) 



ponentes da matriz extracelular, enquanto outras estao envolvidas na coagulagao san- 
guinea. Os peptideos contendo a sequencia RGD tern sido uteis no desenvolvimento de 
farmacos anticoagulantes. Algumas cobras usam uma estrategia semelhante para causar 
sangramento em suas vitimas: elas secretam, no veneno, protemas anticoagulantes con¬ 
tendo RGD denominadas desintegrinas. 

Os receptores de superficie celular que ligam protemas contendo RGD sao mem- 
bros da familia das integrinas, que descreveremos mais adiante em detalhes. Cada in¬ 
tegrina reconhece especificamente seu proprio grupo limitado de moleculas da matriz, 
indicando que a forte ligagao requer outros elementos alem da sequencia RGD. Alem 
disso, as sequencias RGD nao sao os unicos motivos de sequencia usados para a ligagao 
das integrinas: muitas integrinas reconhecem e se ligam a outros motivos. 

A tensao exercida pelas celulas regula a reuniao das fibrilas de 
fibronectina 

As fibronectinas podem existir na forma soluvel, circulando no sangue e em outros fluidos 
corporais, e na forma insoluvel, como fibrilas de fibronectina , onde os dimeros de fibronec¬ 
tina sao ligados um ao outro de maneira cruzada por ligagoes dissulfeto adicionais e for- 
mam parte da matriz extracelular. Diferentemente das moleculas de colageno fibrilares, as 
quais podem se autoassociar em fibrilas em tubos de ensaio, as moleculas de fibronectina 
reunem-se em fibrilas somente na superficie de certas celulas. Isso ocorre porque protemas 
adicionais sao necessarias a formagao das fibrilas, em especial as integrinas de ligagao a 
fibronectina. As integrinas fornecem uma ligagao da fibronectina de fora da celula com o 
citoesqueleto de actina do interior da celula. Essa ligagao transmite tensao as moleculas de 
fibronectina, desde que elas tambem tenham se ligado a alguma estrutura, e distendem a 
molecula, expondo os sitios de ligagao ocultos da molecula de fibronectina (Figura 19-48). 
Isso permite que elas se liguem diretamente uma a outra e recrutem moleculas de fibronec¬ 
tina adicionais para formar a fibrila (Figura 19-49). Essa dependencia de tensao e interagao 
com a superficie celular assegura que as fibrilas de fibronectina reunam-se onde ha necessi- 
dade mecanica delas, e nao em locais inadequados como a corrente sanguinea. 

Muitas protemas na matriz extracelular contem multiplas copias de repetigoes de 
fibronectina tipo III (ver Figura 19-46), e e possivel que a tensao exercida em uma dessas 
protemas tambem exponha sitios de ligagao ocultos e, portanto, influencie seu compor- 
tamento. 

A lamina basal e uma forma de matriz extracelular especializada 

Ate aqui, nesta segao, revisamos os principios gerais sobre a estrutura e fungao das prin¬ 
cipals classes dos componentes da matriz extracelular. Agora descreveremos como esses 
componentes sao reunidos em um tipo especializado de matriz extracelular denominada 
lamina basal (tambem conhecida como membrana basal). Essa camada extremamente 
fina, embora flexivel, de moleculas de matriz e o suporte de todo o epitelio. Embora te- 
nha pouco volume, ela apresenta uma fungao fundamental na arquitetura corporal. Assim 
como as caderinas, ela parece ser uma das caracteristicas comuns que define todos os ani- 
mais multicelulares, e parece ter surgido bem cedo na evolugao. Os principals componen¬ 
tes da lamina basal estao entre as macromoleculas mais ancestrais da matriz extracelular. 

A lamina basal possui de 40 a 120 nm de espessura. A camada da lamina basal 
nao se situa apenas abaixo das celulas epiteliais, mas tambem circunda as celulas mus- 
culares, adiposas e celulas de Schwann (que se enrolam ao redor do axonio das celulas 
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dos nervos perifericos para formar a mielina) individualmente. A lamina basal separa 
essas celulas e o epitelio das camadas celulares do tecido conectivo subjacente. Em ou- 
tras localizagoes, como o glomerulo renal, a lamina basal situa-se entre duas camadas 
celulares e atua como um filtro altamente seletivo (Figura 19-50). As laminas basais, no 
entanto, possuem outras atividades alem das fungoes estruturais e filtrantes. Elas sao 
capazes de determinar a polaridade celular, influenciar o metabolismo celular, organizar 
as protemas nas membranas plasmaticas adjacentes, promover a sobrevivencia, a proli- 
feragao ou a diferenciagao celular, alem de servirem como vias para a migragao celular. 

Contudo, o papel mecanico e essencial. Na pele, por exemplo, a camada externa 
do epitelio - a epiderme - depende da forga da lamina basal para mante-lo ligado ao te¬ 
cido conectivo subjacente, a derme. Em pessoas com defeito genetico em determinadas 
protemas da lamina basal ou em um tipo especial de colageno que ancora a lamina basal 
ao tecido conectivo subjacente, a epiderme se descola da derme. Isso causa a formagao 
de bolhas, uma doenga denominada epidermolise bolhosa juncional, uma condigao gra¬ 
ve e algumas vezes letal. 


Figura 19-50 Tres modos de organiza- 
gao das laminas basais. A lamina basal 
(amare/o) circunda certas celulas (como 
celulas musculares), localiza-se abaixo 
do epitelio e esta interposta entre duas 
camadas celulares (como nos glomerulos 
renais). Observe que nos glomerulos renais 
ambas as camadas celulares possuem 
fendas, de modo que a lamina basal atua 
como um filtro e como um suporte, de- 
terminando quais moleculas passarao do 
sangue para a urina. A filtragao tambem 
depende de outras estruturas com base 
em proteinas, denominadas fendas do 
diafragma, que se estendem pelas fendas 
intercelulares na camada epitelial. 


A laminina e o colageno tipo IV sao os principals componentes da 
lamina basal 

A lamina basal e sintetizada pelas celulas de ambos os seus lados. As celulas epiteliais 
contribuem com uma serie de componentes da lamina basal, enquanto as celulas da 
camada de tecido conectivo subjacente (denominado estroma - do grego, “lengois”) 
contribuem com outra serie (Figura 19-51). Embora a composigao precisa da lamina 
basal madura varie de tecido para tecido, e ate de regiao para regiao na mesma lamina, a 
maior parte da lamina basal madura contem as glicoprotemas laminina, colageno tipo IV 
e nidogenio, junto com o proteoglicano perlecana. Outro componente comum da lamina 
basal sao as fibronectinas e o colageno tipo XVIII (um membro atipico da familia dos 
colagenos que forma a protema central de um proteoglicano). 



Celulas epiteliais 


Lamina basa 


Colageno 


10 pirn 


Figura 19-51 Lamina basal da cornea 
de um embriao de galinha. Nesta mi- 
crografia eletronica de varredura, algumas 
das celulas epiteliais foram removidas 
para expor a superficie superior da lamina 
basal. Uma rede de fibrilas de colageno 
no tecido conectivo subjacente interage 
com a face inferior da lamina. (Cortesia de 
Robert Trelstad.) 
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(A) 

Figura 19-52 Estrutura da laminina. (A) 0 membro mais conhecido da famflia e a laminina-111, aqui representada com 
seus sftios de ligagao para outras moleculas {retangulos amarelos). As lamininas sao glicoprotefnas com multiplos dominios 
compostas por tres polipeptfdeos (a, (3 e 7 ) ligados por pontes de dissulfeto em uma estrutura semelhante a uma cruz assime- 
trica. Cada cadeia polipeptfdica possui mais de 1.500 aminoacidos. Sao conhecidos cinco tipos de cadeias a, quatro tipos de 
cadeias 0 e tres tipos de cadeias 7 , e varias combinagoes dessas unidades podem se unir para formar uma grande variedade de 
diferentes lamininas, as quais recebem sua denominagao conforme 0 numero de cada uma de suas tres subunidades: a lamini¬ 
na-1 11, por exemplo, contem as subunidades al, 01 e 7 I. Cada isoforma e distribufda em tecidos especfficos: a laminina-332 
e encontrada na pele, a laminina-211 no musculo e a laminina-411 nas celulas endoteliais dos vasos sangufneos. Por meio de 
seus sftios de ligagao para outras protefnas, as moleculas de laminina desempenham uma fungao fundamental na organizagao 
da lamina basal, ancorando essas outras protefnas as celulas. (B) Micrografia eletronica das moleculas de laminina sombreadas 
com platina. (B, de J. Engel et al., J. Mol. Biol. 150:97-120, 1981. Com permissao de Academic Press.) 



(B) 100 nm 


A laminina e o organizador primario da estrutura de camadas, e logo no infcio do 
desenvolvimento a lamina basal consiste principalmente em moleculas de laminina. As 
lamininas compreendem uma grande famflia de protefnas, cada uma composta de tres 
longas cadeias polipeptfdicas (a, p e 7 ) unidas por pontes de dissulfeto e organizadas na 
forma de um ramalhete assimetrico, como um molho de tres flores cujos galhos estao tor- 
cidos na base mas cujas cabegas permanecem separadas (Figura 19-52). Esses hetero- 
trfmeros podem se autoassociar in vitro em uma rede, sobretudo por interagoes entre as 
cabegas, embora as interagoes com as celulas sejam necessarias para organizar a rede em 
camadas ordenadas. Como ha varias isoformas de cada tipo de cadeia, e que podem asso- 
ciar-se em diferentes combinagoes, diferentes lamininas podem ser produzidas, criando 
laminas basais com propriedades distintas. A cadeia de laminina 7 I e um componente da 
maioria dos heterotrimeros de laminina, e camundongos que nao produzem essa cadeia 
morrem durante a embriogenese, pois sao incapazes de formar a lamina basal. 

O colageno tipo IV e o segundo componente essencial da lamina basal madura e 
tambem existe em varias isoformas. Do mesmo modo que os colagenos fibrilares consti- 
tuem grande parte da protefna do tecido conectivo como ossos e tendoes, a molecula de 
colageno tipo IV consiste em tres longas cadeias proteicas sintetizadas individualmente 
que se unem na forma de uma super-helice como uma corda. Entretanto, elas se distin- 
guem dos colagenos fibrilares por interrupgoes em mais de 20 regioes na sua estrutura 
helicoidal de tres fitas, permitindo multiplos locais de flexao. As moleculas de colageno 
tipo IV interagem com seus dominios terminais para se unirem extracelularmente em 
uma rede como um feltro que proporciona resistencia a tragao. 

A laminina e o colageno tipo IV interagem com outros componentes da lami¬ 
na basal, como a glicoproteina nidogenio e o proteoglicano perlecana, formando uma 
rede altamente reticulada de protefnas e proteoglicanos (Figura 19-53). As molecu¬ 
las de laminina que produzem a camada inicial primeiro ligam-se umas as outras e a 
receptores de superffcie das celulas que produzem a laminina. Os receptores de su- 
perffcie celular sao, principalmente, os membros da famflia das integrinas, mas outro 
importante tipo de receptor de laminina e o distroglicano, um proteoglicano com um 
nucleo proteico que atravessa a membrana celular, pendendo suas cadeias GAG no 
espago extracelular. Elas prendem as moleculas de laminina por uma extremidade, 
deixando suas cabegas posicionadas para interagir de modo a formar uma rede bidi- 
mensional. Essa rede de laminina coordena a reuniao de outros componentes da la¬ 
mina basal. 
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As laminas basais realizam diversas fungoes 

Nos glomerulos renais, uma lamina basal mais espessa atua como um filtro molecular, 
impedindo a passagem de macromoleculas do sangue para a urina quando a urina e for- 
mada (ver Figura 19-50). O proteoglicano da lamina basal e importante para essa fungao. 
Quando as suas cadeias de GAG sao removidas por enzimas especificas, as propriedades 
filtrantes da lamina basal sao destruidas. O colageno tipo IV tambem possui uma fungao, 
como na doenga renal hereditaria humana (sindrome de Alport) que resulta da mutagao 
em um gene do colageno tipo IV, causando um espessamento irregular e disfuncional 
do filtro glomerular. As mutagoes na laminina tambem impedem as fungoes dos filtros 
renais, mas de maneira distinta, interferindo com a diferenciagao das celulas que fazem 
contato e que sustentam sua estrutura. 


molecular da lamina basal. (A) A lamina 
basal e formada por interagoes especifi¬ 
cas entre as proteinas colageno tipo IV, 
laminina e nidogenio (B) e o proteoglicano 
perlecana. As setas em (B) conectam mole- 
culas que podem ligar-se diretamente uma 
a outra. Ha varias isoformas de colageno 
tipo IV e laminina, cada uma com distribui- 
gao distinta nos tecidos. Os receptores de 
laminina transmembrana (integrinas e dis- 
troglicano) na membrana plasmatica orga- 
nizam a reuniao da lamina basal. Somente 
as integrinas sao apresentadas. (Baseada 
em H. Colognato e P.D. Yurchenco, Dev. 
Dyn. 218:213-234, 2000. Com permissao 
de Wiley-Liss.) 


A lamina basal tambem pode atuar como uma barreira seletiva ao movimento das 
celulas. A lamina basal abaixo do epitelio, por exemplo, impede que os fibroblastos, lo- 
calizados no tecido conectivo adjacente, fagam contato com as celulas epiteliais. Entre - 
tanto, isso nao impede que macrofagos, linfocitos ou processos nervosos passem atraves 
dela. A lamina basal tambem e importante na regeneragao do tecido apos uma lesao. 
Quando os tecidos, como o muscular, o nervoso ou o epitelial, sao danificados, a lamina 
basal sobrevive e fornece a estrutura sobre a qual as celulas em regeneragao poderao 
migrar. Dessa forma, a arquitetura original do tecido e facilmente reconstruida. 

Um exemplo extraordinario do papel da estrutura da lamina basal na regeneragao 
vem de estudos das jungdes neuromusculares, o local onde os terminals nervosos de um 
neuronio motor formam uma sinapse quimica com a celula muscular esqueletica (discuti- 
do no Capitulo 11). Em vertebrados, a lamina basal que circunda a celula muscular separa 
a membrana plasmatica do nervo e do musculo nas sinapses, e a lamina basal na regiao da 
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Figura 19-54 Experimentos de rege¬ 
nerate) indicam o carater especial 
da lamina basal juncional na jungao 
neuromuscular. Se o musculo de ra 
e seu nervo motor forem destruidos, 
a lamina basal ao redor de cada celula 
muscular permanece intacta, sendo ainda 
reconhecfvel nos locals da antiga jungao 
neuromuscular. Quando o nervo, mas nao 
o musculo, regenera (acima a direita), a 
lamina basal juncional direciona o nervo 
em regeneragao para o local original da 
sinapse. Quando o musculo, mas nao o 
nervo, regenera (abaixo a direita), a lamina 
basal juncional provoca o acumulo dos 
receptores de acetilcolina ( azul ) recem- 
-sintetizados no local da sinapse original. 
Esses experimentos mostram que a lamina 
basal juncional controla a localizagao dos 
outros componentes da sinapse dos dois 
lados da lamina. Algumas das moleculas 
responsaveis por esses efeitos ja foram 
identificadas. Os axonios dos neuronios 
motores, por exemplo, depositam a agrina 
na lamina basal juncional, onde ela ativa 
a reuniao dos receptores de acetilcolina e 
outras proteinas na membrana plasmatica 
juncional da celula muscular. Reciproca- 
mente, as celulas musculares depositam 
uma determinada isoforma de laminina na 
lamina basal juncional, e esta molecula, 
provavelmente, interage com canais ioni- 
cos especificos na membrana pre-sinaptica 
do neuronio. 
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sinapse possui caracteristica quimica distinta, com isoformas especiais de colageno tipo 
IV, laminina e o proteoglicano denominado agrina. Apos um dano no nervo ou musculo, a 
lamina basal na sinapse desempenha uma fungao fundamental na reconstrugao da sinapse 
na localizagao correta (Figura 19-54). Defeitos nos componentes da lamina basal nas si- 
napses sao responsaveis por algumas formas de distrofia muscular, em que os musculos 
se desenvolvem normalmente e, mais tarde na vida do indivlduo, comegam a degenerar. 


As celulas devem ser capazes de degradar e produzir matriz 

A capacidade que as celulas tern de degradar e destruir a matriz extracelular e tao im- 
portante quanto a sua habilidade de produzi-la e ligar-se a ela. Uma rapida degradagao 
da matriz e necessaria em processos como o reparo de tecidos, e mesmo na matriz extra¬ 
celular aparentemente estatica dos animais adultos ha uma renovagao continua com a 
degradagao e a smtese das macromoleculas da matriz. Isso permite, por exemplo, que os 
ossos se remodelem, de modo a se adaptarem as pressoes exercidas sobre eles. 

Do ponto de vista das celulas individuais, a capacidade de passar atraves da matriz 
e crucial em duas situagoes: permite que elas se dividam enquanto embebidas na matriz 
e permite que passem por ela. As celulas do tecido conectivo geralmente precisam ser 
capazes de se esticar para se dividir. Se uma celula nao possui as enzimas necessarias 
para degradar a matriz circundante, ela sofrera uma forte inibigao da divisao, bem como 
sera impedida de migrar. 

A degradagao localizada dos componentes da matriz tambem e necessaria sempre 
que as celulas precisem escapar do confinamento pela lamina basal. Isso e necessario 
durante o crescimento ramificado normal do epitelio para formar as estruturas como as 
glandulas, para permitir que o epitelio aumente e tambem quando os leucocitos migram 
atraves da lamina basal dos vasos sanguineos para os tecidos em resposta a uma infeegao 
ou dano. A degradagao da matriz e importante para as celulas cancerosas se espalharem 
pelo corpo e para que possam proliferar nos tecidos invadidos (discutido no Capitulo 20). 

Em geral, os componentes da matriz sao degradados por enzimas proteoliticas 
(proteases) que atuam proximo as celulas que as produzem. Muitas dessas proteases 
pertencem a uma de duas classes gerais. O maior grupo, com cerca de 50 membros nos 
vertebrados, e o das metaloproteases de matriz, que dependem da ligagao do Ca 2+ ou 
Zn 2+ para sua atividade. O segundo grupo e o das serinas-protease, que possuem uma 
serina altamente reativa no seu sitio ativo. funtas, as metaloproteases e serinas-protease 
cooperam para degradar as proteinas de matriz, como o colageno, a laminina e a fibro- 
nectina. Algumas metaloproteases, como a colagenase, sao altamente especificas, cli- 
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vando protemas particulares em poucos locais. Dessa forma, a integridade estrutural da 
matriz e preservada, mas a migragao celular pode ser facilitada pela pouca quantidade 
de proteolise. Outras metaloproteases podem ser menos especificas, mas, como estao 
ancoradas na membrana plasmatica, elas podem agir exatamente onde sao necessarias. 
E esse tipo de metaloprotease de matriz que e crucial para a capacidade da celula de se 
dividir quando embebida em uma matriz. 

E evidente que as atividades das proteases que degradam a matriz devem ser pre- 
cisamente controladas, pois de outra forma os tecidos do corpo podem desabar. Portan- 
to, diversos mecanismos sao empregados para assegurar que as proteases da matriz se- 
jam ativadas apenas no momento e local adequados. Em geral, a atividade das proteases 
e restrita a superficie celular por protemas de ancoragem especificas, por ativadores as- 
sociados a membrana e pela produgao de inibidores de proteases especificos nas regioes 
onde a atividade da protease nao e necessaria. 

As glicoproteinas e os proteoglicanos da matriz regulam as 
atividades das protefnas secretadas 

As propriedades fisicas da matriz extracelular sao importantes por sua fungao funda¬ 
mental como sustentagao para a estrutura do tecido e como substrato para ancoragem e 
migragao celular. A matriz tambem desempenha um impacto importante na sinalizagao 
celular. As celulas se comunicam umas com as outras por meio da secregao de moleculas 
sinalizadoras que se difundem no liquido extracelular influenciando outras celulas (dis- 
cutido no Capitulo 15). Na diregao de seus alvos, as moleculas sinalizadoras encontram 
uma rede de malha firmemente entrelagada da matriz extracelular que contem uma alta 
densidade de cargas negativas e dommios de interagao de protemas que podem interagir 
com as moleculas sinalizadoras, alterando sua fungao de varias formas. 

As cadeias de sulfato de heparana altamente carregadas de proteoglicanos, por exem- 
plo, interagem com numerosas moleculas sinalizadoras secretadas, incluindo fatores de 
crescimento de fibroblasto (FGFs , do ingles: fibroblast growth factors) efator de crescimento 
do endotelio vascular {VEGF, do ingles: vascular endothelial growth factor), que, entre outros 
efeitos, estimulam a proliferagao de varios tipos celulares. Acredita-se que os proteoglicanos 
produzam grande reservatorios localizados desses fatores por proporcionarem uma densa 
rede de sitios de ligagao para os fatores de crescimento, limitando sua difusao e focalizando 
suas agoes nas celulas vizinhas. Igualmente, os proteoglicanos podem auxiliar no aumento 
brusco de gradientes de fator de crescimento no embriao, o que pode ser importante na dis- 
tribuigao dos padroes dos tecidos durante o desenvolvimento. A atividade do FGF tambem 
pode ser intensificada por proteoglicanos, que oligomerizam as moleculas de FGF, permi- 
tindo que elas fagam a ligagao cruzada e ativem seus receptores de superficie celular. 

A importancia dos proteoglicanos como reguladores da distribuigao e atividade das 
moleculas sinalizadoras e ilustrada por graves defeitos no desenvolvimento que podem 
ocorrer quando os proteoglicanos especificos sao inativados por mutagao. Por exemplo, 
na Drosophila, a fungao de diversas protemas sinalizadoras e controlada por interagoes 
com os proteoglicanos associados a membrana Dally e semelhante a Dally. Acredita-se 
que esses membros da familia dos glipicanos concentrem protemas sinalizadoras em lo¬ 
cais especificos e atuem como correceptores que colaboram com protemas receptoras de 
superficie celular convencionais. Como resultado, eles promovem a sinalizagao na loca- 
lizagao correta e impedem que se localizem em locais inadequados. No ovario de Droso¬ 
phila, por exemplo, a Dally e parcialmente responsavel pela localizagao e fungao restritas 
da proteina sinalizadora denominada Dpp, que bloqueia a diferenciagao das celulas- 
-tronco da linhagem germinativa. Quando o gene que codifica a Dally e mutado, a ativi¬ 
dade da Dpp e intensamente reduzida, causando o desenvolvimento anormal do oocito. 

Diversas protemas da matriz tambem interagem com protemas sinalizadoras. Por 
exemplo, o colageno tipo IV da lamina basal interage com a Dpp de Drosophila. A fibro- 
nectina contem repetigoes de fibronectina tipo III que interagem com o VEGF e outro 
dominio que interage com outro fator de crescimento denominado fator de crescimento 
de hepatocitos (HGF, do ingles: hep atocyte growth factor), promovendo a atividade des¬ 
ses fatores. Como discutido antes, muitas glicoproteinas de matriz contem extensos ar- 
ranjos de dommios de ligagao e, provavelmente, a organizagao desses dommios influen- 
cia a apresentagao das protemas sinalizadoras as suas celulas-alvo (ver Figura 19-46). 
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Por fim, muitas glicoprotemas de matriz contem dommios que se ligam direta- 
mente a receptores de superficie celular especificos, produzindo sinais que influenciam 
o comportamento das celulas, como descreveremos na proxima segao. 

Resumo 

As celulas estao embebidas em uma matriz extracelular complexa que nao somente liga 
as celulas umas as outras, mas tambem influencia a sobrevivencia, o desenvolvimento, a 
forma, a polaridade e o comportamento migratorio. A matriz contem varias proteinas fi- 
brosas entrelagadas em uma rede de cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs). Os GAGs sao 
cadeias polissacandicas carregadas negativamente que (com excegao da hialuronana) 
sao ligados covalentemente a protema paraformar moleculas de proteoglicanos. Os GAGs 
atraem a agua e ocupam um grande volume do espago extracelular. Os proteoglicanos 
tambem sao encontrados na superficie das celulas , onde atuam como correceptores para 
auxiliar as celulas a responderem a protemas-sinal secretadas. As proteinas for madoras 
defibras conferem forga e resistencia a matriz. Os colagenos fibrilares (tipos 1 , II, III, V e 
XI) sao moleculas helicoidais de tres fitas semelhantes a cordas que se agregam em longas 
fibrilas no espago extracelular, proporcionando resistencia a tragao. Elas tambem formam 
estruturas as quais as celulas podem se ancorar, frequentemente por meio de grandes gli¬ 
coprotemas multidominios, como a laminina e a fibronectina, que se ligam as integrinas 
na superficie celular. As moleculas de elastina formam uma extensa rede entrelagada de 
fibras e camadas que podem ser estendidas e retraidas, concedendo elasticidade a matriz. 

A lamina basal e uma forma especializada de matriz extracelular quefornece apoio 
as celulas epiteliais ou envolve outros tipos celulares, como as celulas musculares. A lamina 
basal esta organizada em uma rede de moleculas de laminina, as quais sao unidas por seus 
bragos laterais e se ligam as integrinas e outros receptores na membrana plasmatica basal 
das celulas epiteliais que a recobrem. As moleculas de colageno tipo TV, junto com a protema 
nidogenio e o grande proteoglicano sulfato de heparana perlecana, unem-seformando uma 
malha que e o componente essencial de qualquer lamina basal madura. A lamina basal 
proporciona o suporte mecanico para o epitelio; ela forma a interface e a ligagao entre o 
epitelio e o tecido conectivo; atua como umfiltro nos rins; age como barreira mantendo 
as celulas nos seus compartimentos adequados; influencia a polaridade e a diferenciagao 
celular; e orienta a migragao celular durante o desenvolvimento e a regeneragao dos tecidos. 

JUNCOES CELULA-MATRIZ 

As celulas produzem, organizam e degradam a matriz extracelular. Por sua vez, a matriz 
exerce uma poderosa influencia sobre as celulas. As influences sao exercidas principal- 
mente pelas proteinas de adesao celular transmembrana que atuam como receptores de 
matriz. Essas proteinas prendem a matriz do exterior da celula ao citoesqueleto do inte¬ 
rior da celula, mas seu papel vai alem dessa simples ligagao mecanica passiva. Por meio 
deles, os componentes da matriz podem afetar qualquer aspecto do comportamento 
celular. Os receptores de matriz desempenham um papel fundamental nas celulas epite¬ 
liais, mediando a interagao com a lamina basal subjacente. Eles tambem sao importan- 
tes nas celulas do tecido conectivo, mediando as interagoes entre as celulas com a matriz 
que as circunda. 

Varios tipos de moleculas podem atuar como receptores de matriz ou correcepto¬ 
res, incluindo os proteoglicanos transmembrana. No entanto, os principais receptores 
das celulas animais para a ligagao da maioria das proteinas de matriz extracelulares sao 
as integrinas. Como as caderinas e os componentes-chave da lamina basal, as integrinas 
sao parte do conjunto de ferramentas caracteristico dos animais multicelulares, que e 
responsavel por sua arquitetura fundamental. Os membros dessa grande famflia de mo¬ 
leculas de adesao transmembrana homologas possuem uma capacidade surpreendente 
de transmitir sinais em ambas as diregoes atraves da membrana plasmatica. A ligagao do 
componente da matriz com a integrina pode enviar uma mensagem para o interior da 
celula, e as condigoes no interior da celula podem enviar sinais para fora para controlar 
a ligagao da integrina com a matriz. A tensao aplicada a uma integrina pode permitir que 
ela se fixe mais fortemente a estrutura intracelular e extracelular, e a perda da tensao pode 
solta-la, de modo que complexos de sinalizagao molecular se dissociam nos dois lados da 
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membrana. Desse modo, as integrinas podem servir nao somente para transmitir sinais 
moleculares e mecanicos, mas tambem para transformar um tipo de sinal em outro. 

As integrinas sao heterodfmeros transmembrana que ligam a 
matriz extracelular ao citoesqueleto 

Ha diversas integrinas, mas todas elas possuem um piano comum. Uma molecula de inte- 
grina e composta de duas subunidades de glicoprotemas transmembrana associadas nao 
covalentemente, denominadas a e (3. As duas subunidades atravessam a membrana celu- 
lar, com uma pequena cauda C-terminal intracelular e um grande dominio extracelular 
N-terminal (Figura 19-55). Os dommios extracelulares se ligam a motivos de sequencias 
de aminoacidos especificos nas protemas da matriz extracelular ou, em alguns casos, nas 
protemas de superficie de outras celulas. O sitio de ligagao mais bem compreendido para 
as integrinas e a sequencia RGD mencionada antes (ver Figura 19-47), que e encontrada 
na fibronectina e em outras protemas da matriz extracelular. Algumas integrinas se ligam 
a sequencia Leu-Asp-Val (LDV) na fibronectina e em outras protemas. Sequencias de liga¬ 
gao da integrina adicionais, ainda pouco definidas, existem nas lamininas e nos colagenos. 

Os humanos tern 24 tipos de integrinas, formadas a partir dos produtos de oito 
genes de cadeia p e 18 genes de cadeia a distintos, dimerizados em diferentes combi- 
nagoes. Cada dimero de integrina possui propriedades e fungoes distintas. Alem disso, 
como a mesma molecula de integrina em diferentes tipos celulares pode apresentar dis¬ 
tintas especificidades de ligagao a ligantes, parece que fatores adicionais especificos de 
tipos celulares podem interagir com as integrinas para modular sua atividade de ligagao. 
A ligagao da integrina aos seus ligantes na matriz tambem e afetada pela concentragao 
de Ca 2+ e Mg 2+ do meio extracelular, refletindo a presenga de dommios de ligagao de ca¬ 
tions divalentes nas subunidades a e p. Os tipos de cations divalentes podem influenciar 
a afinidade e a especificidade da ligagao de uma integrina a seus ligantes extracelulares. 

A porgao intracelular de um dimero de integrina se liga a um complexo de varias 
protemas diferentes, que juntas formam uma ligagao ao citoesqueleto. Com excegao de 
uma entre as 24 variedades de integrinas humanas, sua ligagao intracelular e nos fila- 
mentos de actina. Essas ligagoes dependem de protemas que se reiinem nas curtas cau- 
das citoplasmaticas das subunidades de integrina (ver Figura 19-55). Em muitos casos, 
uma grande protema adaptadora denominada talina e um dos componentes da ligagao, 
mas diversas protemas adicionais tambem estao envolvidas. Como as jungoes celula-ce- 
lula ligadas por actina formadas pelas caderinas, as jungoes celula-matriz ligadas pela 
actina formada pelas integrinas podem ser pequenas, imperceptiveis e transitorias, ou 
grandes, proeminentes e duradouras. Exemplos dessas ultimas sao as adesdesfocais, que 


Protema da matriz extracelular 



Figura 19-55 Estrutura da subuni- 
dade de uma molecula de integrina 
ativa, ligando a matriz extracelular 
ao citoesqueleto de actina. As cabegas 
N-terminais das cadeias de integrina se 
ligam diretamente a uma proteina extra¬ 
celular como a fibronectina, e as caudas 
intracelulares C-terminais da subunidade 
p da integrina se ligam a protemas adap- 
tadoras que interagem com os filamentos 
de actina. A proteina adaptadora mais 
bem conhecida e uma proteina gigante 
denominada talina, que contem uma fita 
de multiplos dommios para a ligagao da 
actina e outras protemas como a vinculina, 
que ajuda a reforgar e regular a ligagao 
aos filamentos de actina. Uma extremida- 
de da talina se liga a locais especificos na 
cauda citoplasmatica da subunidade p da 
integrina; outras protemas reguladoras, 
como a quindlina, ligam-se a outro local 
da cauda. 
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Figura 19-56 Hemidesmossomos. 

(A) As celulas epiteliais sao presas a lamina 
basal pelos hemidesmossomos, ligando 
os filamentos de queratina do interior da 
celula a laminina do lado de fora da celula. 

(B) Componentes moleculares de urn he- 
midesmossomo. Uma integrina especiali- 
zada (integrina a 6 p 4 ) atravessa a membra- 
na, ligando-se aos filamentos de queratina 
intracelulares por meio de proteinas adap- 
tadoras denominadas pectina e BP230 e a 
laminina extracelular. 0 complexo adesivo 
tambem contem, em paralelo com a inte¬ 
grina, urn membra pouco comum da famf- 
lia do colageno, conhecido como colageno 
tipo XVII, o qual possui urn donmnio que 
atravessa a membrana, ligado a sua por- 
gao colagenosa extracelular. Defeitos em 
qualquer urn desses componentes podem 
dar origem a uma doenga que causa bo- 
Ihas na pele. Uma dessas doengas e o pen- 
figo bolhoso, uma disturbio autoimune no 
qual o sistema imune produz anticorpos 
contra o colageno XVII ou a BP230. 


Celula - 
epitelial 

Filamentos de queratina - 
Hemidesmossomo v 
Lamina basal 

\ 


(A) 


Queratina 


BP230 

Plectina 



Integrina 

KfV 

Colageno tipo XVII 
— Laminina 


se formam quando os fibroblastos possuem tempo suficiente para estabelecer ligagoes 
fortes a superficie rigida dos recipientes de cultura, e as jungdes miotendinosas, que li- 
gam as celulas musculares aos tendoes. 

No epitelio, os sitios de ligagao celula-matriz mais proeminentes sao os hemides¬ 
mossomos, onde um tipo especifico de integrina ancora a celula a laminina da lamina 
basal. Aqui, exclusivamente, a ligagao intracelular e aos filamentos intermediaries de 
queratina, por meio da protema adaptadora plectina e BP230 (Figura 19-56). 


Defeitos na integrina sao responsaveis por muitas doengas 
geneticas 

Embora exista uma sobreposigao na atividade de diferentes integrinas - por exemplo, 
pelo menos cinco se ligam a laminina -, e a diversidade de fungao das integrinas que e 
mais marcante. ATabela 19-3 descreve algumas variedades de integrinas e os problemas 
resultantes quando as cadeias a ou (3 sao defeituosas. 

A subunidade p x forma dimeros com pelo menos 12 subunidades a distintas, sen- 
do encontrada em quase todas as celulas dos vertebrados: a a 5 |3 1 e um receptor de fibro- 
nectina, e a a 6 |3 1 e um receptor de laminina em muitos tipos celulares. Camundongos 


FJAIguns tipos de integrinas 


Integrina 

Ligante* 

Distribuigao 

Fenotipo quando a 
subunidade ol e mutada 

Fenotipo quando a 
subunidade p e mutada 

a 5 P 1 

Fibronectina 

Ubiqua 

Morte do embriao; defeitos nos 
vasos sanguineos, somitos e 
crista neural 

Morte precoce do embriao (na 
implantagao) 

a 6bi 

Laminina 

Ubiqua 

Graves bolhas na pele; defeitos 
em outros epitelios tambem 

Morte precoce do embriao (na 
implantagao) 

°vbi 

Laminina 

Musculo 

Distrofia muscular; defeitos nas 
jungoes miotendinosas 

Morte precoce do embriao (na 
implantagao) 

« L P 2 (LFA1) 

Contrarreceptores da 
superfanmlia de Igs (ICAM1) 

Leucocitos 

Redugao no recrutamento dos 
leucocitos 

Deficiencia na adesao dos 
leucocitos (LAD); resposta 
inflamatoria reduzida; infecgoes 
recorrentes com risco de morte 

“llb03 

Fibrinogenio 

Plaquetas 

Sangramento; nao agregagao 
das plaquetas (doenga de 
Glanzmann) 

Sangramento; nao agregagao das 
plaquetas (doenga de Glanzmann); 
osteoporose moderada 


Laminina 

Hemidesmossomos 
do epitelio 

Graves bolhas na pele; defeitos 
em outros epitelios tambem 

Graves bolhas na pele; defeitos em 
outros epitelios tambem 


Nem todos os ligantes estao listados. 
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mutantes que nao podem produzir integrina morrem no inicio do desenvolvimento 
embrionario. Camundongos que nao produzem a subunidade a 7 (a complementar da 
subunidade muscular) sobrevivem, mas desenvolvem distrofia muscular (assim como 
os camundongos que nao produzem o ligante laminina para a integrina a 7 p r 

A subunidade p 2 forma dimeros com pelo menos quatro tipos da subunidade a, 
sendo expressa exclusivamente na superficie dos leucocitos, onde desempenha uma 
fungao fundamental capacitando as celulas para o combate as infecgoes. As integrinas 
P 2 medeiam principalmente interagoes celula-celula, em vez de celula-matriz, ligando- 
-se a ligantes especificos em outra celula, como uma celula endotelial. Os ligantes sao 
membros da superfamilia de Igs de moleculas de adesao celula-celula. Ja descrevemos 
um exemplo antes neste capitulo: uma integrina dessa classe (a L p 2 , tambem conhecida 
como LFA1) dos leucocitos permite que eles se liguem firmemente a uma protema da 
familia das Igs, a ICAM1 das celulas endoteliais vasculares nos locais de infecgao (ver 
Figura 19-28B). Pessoas com a doenga genetica chamada de deficiencia da adesao de leu¬ 
cocitos sao incapazes de sintetizar subunidades p 2 . Como consequencia, seus leucocitos 
nao possuem toda a familia de receptores p 2 e sofrem repetidas infecgoes bacterianas. 

As integrinas p 3 sao encontradas nas plaquetas sangumeas (bem como em varias 
outras celulas), e elas ligam varias protemas de matriz, incluindo o fator de coagulagao 
fibrinogenio. As plaquetas interagem com o fibrinogenio para mediar a coagulagao nor¬ 
mal, e pessoas com a doenga de Glanzmann, que apresentam deficiencia genetica da 
integrina p 3 , sofrem de coagulopatia e sangram em excesso. 

As integrinas podem mudar de uma conformagao ativa para uma 
conformagao inativa 

Uma celula deslizando em um tecido - um fibroblasto ou um macrofago, por exemplo, 
ou uma celula epitelial migrando sobre a lamina basal - precisa ser capaz de fazer e des- 
fazer ligagoes com a matriz, e fazer isso rapidamente no caso de ter que se movimentar 
ligeiro. Igualmente, um leucocito circulante precisa ser capaz de ativar e desativar sua 
tendencia de se ligar as celulas endoteliais para sair do vaso sangumeo nos locais de 
inflamagao. Alem disso, se uma forga e aplicada no local necessario, a ligagao e a que- 
bra das interagoes extracelulares em todos esses casos devem estar ligadas a reuniao e a 
dissociagao rapida das ligagoes ao citoesqueleto no interior das celulas. As moleculas de 
integrina que atravessam a membrana e medeiam as ligagoes nao podem simplesmente 
ser objetos passivos e rigidos com porgoes aderentes nas suas duas extremidades. Elas 
devem ser capazes de alternar de um estado ativo, em que facilmente formam ligagoes, 
para um estado inativo, quando nao sao capazes de se ligar. 

Estudos estruturais, usando uma combinagao de microscopia eletronica e cristalo- 
grafia de raios X, sugerem que as integrinas existem em multiplas conformagoes estrutu¬ 
rais que refletem os diferentes estados de atividade (Figura 19-57). No estado inativo, os 
segmentos externos dos dimeros de integrinas sao enovelados em uma estrutura com- 
pacta que nao pode se ligar as protemas da matriz. Nesta forma, as caudas citoplasmati- 
cas do dimero ficam enganchadas, impedindo sua interagao com as protemas de ligagao 


Forte ligagao 
ao ligante 



P a proteina 

adaptadora 


Figura 19-57 As integrinas podem se 
encontrar em dois principais estados 
de atividade. Estrutura de uma molecula 
de integrina inativa (enovelada) e ativa 
(estendida), baseada nos dados de cristalo- 
grafia de raios X e outros metodos. 









1078 PARTE V As celulas em seu contexto social 



Figura 19-58 Ativagao das integrinas por sinalizagao intracelular. Os sinais recebidos de fora da celula 
podem atuar por meio de varios mecanismos intracelulares para estimular a ativagao da integrina. Nas plaque- 
tas, como apresentado na figura, a proteina sinalizadora extracelular, a trombina, ativa um receptor acoplado a 
proteina G da superficie celular, iniciando uma via de sinalizagao que leva a ativagao da Rapl, um membra da 
famflia da GTPase monomerica. A Rapl ativada interage com a proteina RIAM, que, entao, recruta a talina para 
a membrana plasmatica. Junto com outra proteina denominada quindlina, a talina interage com a cadeia (3 da 
integrina para desencadear a ativagao da integrina. Entao, a talina interage com protefnas adaptadoras como a 
vinculina, resultando na formagao de uma ligagao com a actina (ver Figura 19-55). 

A regulagao da talina depende, em parte, da interagao entre seu domfnio flexfvel C-terminal em forma 
de bastao e seu domfnio N-terminal em forma de cabega que contem o sftio de ligagao da integrina. Acredita- 
-se que tal interagao mantenha a talina em um estado inativo quando livre no citoplasma. Quando a talina e 
recrutada pela RIAM para a membrana plasmatica, o domfnio em forma de cabega da talina interage com um 
fosfoinositfdeo denominado PI(4,5)P 2 (nao esta apresentado nesta figura, mas ver Figura 15-28), resultando na 
dissociagao do domfnio em bastao. A talina se desenovela e expoe seus sftios de ligagao para a integrina e ou- 
tras proteinas. 


ao citoesqueleto. No estado ativo, as duas subunidades da integrina estao liberadas na 
membrana para expor o sitio de ligagao intracelular para as proteinas adaptadoras ci- 
toplasmaticas, e os dommios externos desenovelam e se estendem, como duas pernas, 
para expor o sitio de alta afinidade de ligagao da matriz nas extremidades das subuni¬ 
dades. Assim, a troca do estado inativo para o ativo depende de importantes alteragoes 
conformacionais que expoem, simultaneamente, os sitios de ligagao internos e externos 
nas extremidades das moleculas de integrinas. As ligagoes do citoesqueleto interno e da 
matriz externa ocorrem, portanto, acopladas. 

A troca entre o estado inativo e ativo e regulada por varios mecanismos que va¬ 
riant, dependendo das necessidades da celula. Em alguns casos, a ativagao ocorre por 
um mecanismo de “fora para dentro”: a ligagao de uma proteina de matriz externa, como 
a sequencia RGD da fibronectina, pode direcionar algumas integrinas a mudar do estado 
inativo de baixa afinidade para o estado ativo de alta afinidade. Como resultado, os sitios 
de ligagao da talina e de outras proteinas adaptadoras citoplasmaticas ficam expostos na 
cauda da cadeia p. A ligagao dessas proteinas adaptadoras causa a ligagao dos filamentos 
de actina a extremidade intracelular da molecula de integrina (ver Figura 19-55). Desse 
modo, quando a integrina segura seu ligante do lado de fora da celula, a celula reage 
prendendo a molecula de integrina ao citoesqueleto, de modo que uma foga pode ser 
aplicada naquele local de ligagao celular. 

A cadeia de causa e efeito tambem pode atuar de modo reverso, de “dentro para 
fora 7 ! Esse processo de ativagao de “dentro para fora” geralmente depende de sinais regula- 
dores intracelulares que estimulam a capacidade da talina e de outras proteinas de intera- 
gir com a cadeia p da integrina. A talina compete com a cadeia a da integrina por seu sitio 
de ligagao na cauda da cadeia p. Portanto, quando a talina se liga a cadeia p, ela bloqueia a 
ligagao a-p, permitindo que as duas pernas da molecula de integrina se distanciem. 

A regulagao da ativagao da integrina de “dentro para fora” e particularmente bem 
compreendida nas plaquetas, onde uma proteina sinalizadora extracelular denominada 
trombina se liga a um receptor associado a proteina G (GPCR) na superficie celular e, 
portanto, ativa uma via de sinalizagao que leva a ativagao da integrina (Figura 19-58). 
E provavel que uma via de sinalizagao similar regule a ativagao da integrina em varios 
outros tipos celulares. 
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As integrinas se agregam para formar adesoes fortes 

As integrinas, assim como outras moleculas de adesao celular, diferem dos receptores 
de superficie celular para hormonios ou para outras moleculas sinalizadoras soluveis 
extracelulares porque costumam se ligar aos seus ligantes com baixa afinidade e estao 
presentes em concentragoes 10 a 100 vezes maiores na superficie celular. O principio do 
velcro, mencionado antes no contexto da adesao das caderinas (ver Figura 19-6C), tam¬ 
bem atua aqui. Apos sua ativagao, as integrinas agregam-se para criar uma densa placa 
na qual muitas moleculas de integrina estao ancoradas aos filamentos do citoesqueleto. 
A estrutura proteica resultante pode ser surpreendentemente grande e complexa, como 
observado nas adesoes focais realizadas pelos fibroblastos nos frascos de cultura com a 
superficie revestida com fibronectina. 

A reuniao dos complexos juncionais celula-matriz depende do recrutamento de deze- 
nas de diferentes protemas de sinalizagao e sustentagao. A talina e o principal componente 
de muitos complexos celula-matriz, mas varias outras protemas tambem fazem importantes 
contribuigoes. Estas incluem a cinase ligada a integrina [ILK; do ingles, integrin-linlced kina¬ 
se) e suas parceiras de ligagao pinch e parvina , que, juntas, formam um complexo trimerico 
que atua como um ponto central organizador em muitas jungoes. As jungoes celula-matriz 
tambem empregam varias protemas de ligagao a actina, como as vinculinas, zixina, VASP e 
a-actinina, para promover a reuniao e organizagao dos filamentos de actina. Outro compo¬ 
nente critico de muitas jungoes celula-matriz e a cinase de adesao focal ( FAK ; do ingles, focal 
adhesion kinase ), que interage com multiplos componentes da jungao e desempenha uma 
importante fungao na sinalizagao, como descreveremos a seguir. 

A ligagao a matriz extracelular atraves das integrinas controla a 
proliferagao e a sobrevivencia celular 

Como outras protemas de adesao celular transmembrana, as integrinas fazem mais do 
que somente ligagao. Elas tambem ativam vias de sinalizagao intracelular, permitindo o 
controle de qualquer aspecto do comportamento celular de acordo com a natureza da 
matriz circundante e o estado de ligagao da celula a essa matriz. 

Muitas celulas nao irao crescer ou proliferar em culturas a nao ser que estejam 
ligadas a matriz extracelular, pois os nutrientes e os fatores de crescimento soluveis do 
meio de cultura nao sao suficientes. Para alguns tipos celulares, incluindo as celulas 
epiteliais, endoteliais e musculares, ate mesmo a sobrevivencia celular depende de tal 
ligagao. Quando essas celulas perdem o contato com a matriz extracelular, elas sofrem 
apoptose. Tal dependencia de adesao a um substrato para o crescimento, a proliferagao e 
a sobrevivencia celular e conhecida como dependencia de ancoragem, sendo mediada 
principalmente por integrinas e pelos sinais intracelulares por elas gerados. Mutagoes 
que rompem ou dominam essa forma de controle, permitindo que as celulas escapem 
da dependencia de ancoragem, ocorrem em celulas cancerosas e desempenham um im¬ 
portante papel no comportamento invasivo. 

Nossa compreensao da dependencia de ancoragem e decorrente de estudos de 
celulas em divisao em recipientes de cultura recobertos com matriz. Para as celulas de 
tecido conectivo que normalmente sao circundadas pela matriz por todos os lados, isso 
e muito diferente de seu ambiente natural. Caminhar por um campo bidimensional e 
diferente de se esgueirar por uma mata tridimensional. Os tipos de contato realizados 
pelas celulas em um substrato rigido nao sao similares aqueles, menos conhecidos, que 
elas fazem com uma rede de fibras deformaveis da matriz extracelular, e ha diferengas 
substanciais no comportamento celular nesses dois contextos. Apesar disso, e provavel 
que os mesmos principios basicos se apliquem. Tanto in vivo quanto in vitro, os sinais 
intracelulares produzidos nos locais de adesao celula-matriz sao cruciais a proliferagao 
e a sobrevivencia celular. 

As integrinas recrutam protefnas sinalizadoras intracelulares para 
os locais de adesao celula-matriz 

Os mecanismos pelos quais as integrinas sinalizam para o interior da celula sao com¬ 
plexos, envolvendo varias vias, e integrinas e receptores de sinalizagao convencionais 
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Figura 19-59 Fosforilagao das tirosinas 
nas adesoes focais. Cultura de fibroblas- 
to em um substrato revestido com fibro- 
nectina e corada com anticorpo fluores- 
cente: os filamentos de actina sao corados 
em verde, e as proteinas ativadas que con- 
tern fosfotirosina, em vermelho, conferin- 
do uma coloragao laranja a sobreposigao 
dos dois componentes. Os filamentos de 
actina terminam nas adesoes focais, onde 
as celulas aderem ao substrato por meio 
das integrinas. As proteinas contendo 
fosfotirosinas tambem estao concentradas 
nesses locais, refletindo a ativagao local 
da FAK e de outras proteinas-cinase. A 
sinalizagao gerada nesses locais de adesao 
ajuda a regular a divisao, o crescimento e 
a sobrevivencia celular. (Cortesia de Keith 
Burridge.) 
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frequentemente influenciam um ao outro e atuam juntos para regular o comportamento 
celular, como ja enfatizado. A via das cinases Ras/MAP (ver Figura 15-49), por exemplo, 
pode ser ativada tanto pelos receptores de sinalizagao convencionais quanto pelas in¬ 
tegrinas, mas as celulas costumam necessitar dos dois tipos de estimulo dessa via, ao 
mesmo tempo, para receber ativagao suficiente para induzir a proliferagao celular. As in¬ 
tegrinas e os receptores de sinalizagao convencionais tambem cooperam para promover 
a sobrevivencia celular (como discutido nos Capitulos 15 e 18). 

Uma das maneiras mais bem estudadas da sinalizagao das integrinas depende de 
uma proteina tirosina-cinase denominada cinase de adesao focal (FAK; do ingles, focal 
adhesion kinase). Em estudos com culturas de celulas em placas plasticas, as adesoes fo¬ 
cais sao frequentemente locais proeminentes de fosforilagao de tirosinas (Figura 19-59), 
e a FAK e uma das principais proteinas fosforiladas em residuos de tirosina encontradas 
nesses locais. Quando as integrinas agregam nos contatos celula-matriz, a FAK e recru- 
tada para a subunidade (3 da integrina por proteinas adaptadoras intracelulares como a 
talina ou a paxilina (que se liga a um tipo de subunidade a da integrina). As moleculas 
FAK agregadas fazem a fosforilagao umas das outras em tirosinas especificas, criando um 
sitio de encaixe para os membros da familia Src de tirosinas-cinase citoplasmaticas. Essas 
cinases fosforilam as FAKs em tirosinas adicionais, criando sitios de encaixe para inume- 
ras proteinas sinalizadoras intracelulares. Desse modo, a sinalizagao de fora para dentro 
das integrinas, por meio da FAK e das cinases da familia Src, e transmitida para a celula do 
mesmo modo que o receptor tirosina-cinase gera sinais (como discutido no Capitulo 15). 

As adesoes celula-matriz respondem a forgas mecanicas 

Assim como as jungoes celulares que descrevemos antes, as jungoes celula-matriz po- 
dem detectar e responder as forgas mecanicas que atuam sobre elas. Por exemplo, mui- 
tas das jungoes celula-matriz estao conectadas a uma rede de actina que tende a puxar 
as jungoes para dentro afastando-se da matriz. Quando as celulas estao ligadas a uma 
matriz rigida que resiste as forgas de tragao, a jungao celula-matriz e capaz de detectar a 
tensao resultante e desencadear a resposta que ira recrutar integrinas adicionais e outras 
proteinas para aumentar a estabilidade da jungao para suportar a tensao. A adesao das 
celulas a matriz relativamente macia produz menos tensao e, portanto, uma resposta 
menos robusta. Esses mecanismos permitem que as celulas detectem e respondam a 
diferengas na rigidez da matriz extracelular de diferentes tecidos. 

Ja vimos que a mecanotransdugao nas jungoes celula-celula baseada em caderi- 
nas provavelmente depende de proteinas juncionais que alteram sua estrutura quando a 
jungao e estirada pela tensao (ver Figura 19-12). O mesmo e verdadeiro para as jungoes 
celula-matriz. As longas caudas do dominio C-terminal da talina, por exemplo, incluem 
um grande numero de sitios de ligagao para a proteina reguladora de actina, a vinculina. 
Muitos desses sitios estao escondidos dentro do dominio das dobras da proteina, mas 
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TALINA Sftios de ligagao a vinculina 


N - 



Dominio de Helices Dominio de 
ligagao a 1 a 12 ligagao 

integrina a actina 

(A) 

Marcagao adere a porgao 

N-terminal a lamina Porgao C-terminal ligada 

de vidro a esfera magnetica 


Dominio de ligagao 
a actina 



Forga 


Sfel Quando a talina e esticada (desenovelada), 
a helice 12 e exposta e pode se ligar a vinculina 


(B) 



sao expostos quando esses dominios sao desenovelados pelo alongamento da proteina 
(Figura 19-60). A extremidade N-terminal da talina se liga a integrina, e a extremidade 
C-terminal se liga a actina (ver Figura 19-55). Portanto, quando os filamentos de actina 
sao puxados pelos motores de miosina dentro da celula, a tensao resultante estira o bas- 
tao da talina, expondo os sitios de ligagao da vinculina. Entao, as moleculas de vinculina 
recrutam e organizam filamentos de actina adicionais. Assim, a tensao aumenta a forga 
da jungao. 


Resumo 

As integrinas sao os principals receptores de superficie celular usados pelas celulas animais 
para se ligarem a matriz extracelular. Elas atuam como ligantes transmembrana entre a ma¬ 
triz extracelular e o citoesqueleto. A maioria das integrinas conecta os filamentos de actina, 
enquanto aqueles dos hemidesmossomos ligam os filamentos intermediaries. As moleculas 
de integrina sao heterodimeros, e a ligagao aos ligantes da matriz extracelular ou as protemas 
ativadoras intracelulares, como a talina, causa uma dramatica alteragao conformacional 
do estado inativo para o estado ativo. Isso cria um acoplamento alosterico entre a ligagao 
da matriz do lado de fora da celula e a ligagao do citoesqueleto do lado de dentro da celula, 
permitindo que a integrina transmita sinais nas duas diregoes atraves da membrana plas- 
matica. Um agrupamento complexo de protemas organiza-se ao redor das caudas intracelu¬ 
lares das integrinas ativadas, produzindo sinais intracelulares que podem influenciar quase 
todos os aspectos do comportamento celular, desde a proliferagao e a sobrevivencia, como 
no fendmeno da dependencia de ancoragem, ate a polaridade celular e a orientagao para 
a migragao. As jungdes celula-matriz baseadas nas integrinas tambem sao capazes de me- 
canotransdugao: elas podem detectar e responder aforgas mecanicas que atuam na jungao. 


A PAREDE CELULAR DAS PLANTAS 

A parede celular das plantas e uma matriz extracelular elaborada que circunda cada ce¬ 
lula da planta. Foi a parede celular espessa da cortiga, visivel em um microscopio pri¬ 
mitive, que permitiu que Robert Hooke, em 1663, distinguisse e denominasse as celulas 
pela primeira vez. As paredes das celulas vizinhas das plantas sao cimentadas para for- 


Figura 19-60 A talina e o sensor da 
tensao nas jungdes celula-matriz. A 

tensao nasjungoes celula-matriz estimula 
o recrutamento local da vinculina e de 
outras proteinas reguladoras de actina, 
fortalecendo a ligagao das jungoes ao cito¬ 
esqueleto. Os experimentos apresentados 
aqui testaram a hipotese de que a tensao 
e detectada pela proteina adaptadora tali¬ 
na que conecta a integrina aos filamentos 
de actina (ver Figura 19-55). (A) A longa e 
flexivel regiao C-terminal da talina e dividi- 
da em uma serie de dominios enovelados, 
alguns dos quais contem sitios de ligagao 
a vinculina (Iin has verde-escuras) que 
supostamente estao escondidos e, por¬ 
tanto, inacessiveis. Um dominio proximo 
ao N-terminal, por exemplo, e composto 
por um grupo de 12 a-helices contendo 
cinco sitios de ligagao a vinculina. (B) Este 
experimento testou a hipotese de que a 
tensao estica os 12 dominios em helices, 
expondo os sitios de ligagao a vinculina. 
Um fragmento de talina contendo esse 
dominio foi ligado a um aparelho no 
qual o dominio pode ser esticado, como 
representado na figura. 0 fragmento foi 
marcado na sua extremidade N-terminal 
com uma marcagao que se prende na 
superficie de uma lamina de vidro em um 
microscopio. A extremidade C-terminal do 
fragmento foi ligada a uma pequena esfe¬ 
ra magnetica, de modo que o fragmento 
de talina pudesse ser esticado usando um 
pequeno eletrodo magnetico. A solugao 
ao redor da proteina continha proteinas 
vinculinas marcadas com um fluoroforo. A 
proteina talina foi esticada, e o excesso da 
solugao de vinculina foi lavado. 0 micros¬ 
copio foi usado para determinar se alguma 
proteina vinculina fluorescente estava 
ligada a proteina talina. Na ausencia de 
tensao (ac/'ma), a maioria das moleculas de 
talina nao se ligou a vinculina. Quando a 
proteina foi esticada ( abaixo ), duas ou tres 
moleculas de vinculinas estavam ligadas 
(somente uma e apresentada na figura 
para simplificar). (Adaptada de A. del Rio 
et al., Science 323:638-641,2009.) 
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Figura 19-61 Paredes das celulas vege- 
tais. (A) Micrografia eletronica da ponta 
da raiz de um junco, mostrando o padrao 
organizado de celulas que resultam de 
uma sequencia ordenada de divisoes celu- 
lares em celulas com parede celular rigida. 
Neste tecido em crescimento, a parede 
celular ainda esta relativamente fina, pa- 
recendo como estreitas linhas pretas entre 
as celulas da micrografia. (B) Corte de uma 
parede celular tipica separando duas ce¬ 
lulas vegetais adjacentes. As duas bandas 
transversais escuras correspondem aos 
plasmodesmos distribuidos pela parede 
(ver Figura 19-27). (A, cortesia de C. Busby 
e B. Gunning, Eur. J. Cell Biol. 21:214— 
223, 1980. Com permissao de Elsevier; B, 
cortesia de Jeremy Burgess.) 



mar a planta intacta (Figura 19-61), costumam ser espessas e fortes, sendo mais impor- 
tantes e mais rigidas do que a matriz extracelular das celulas animais. Ao evoluirem as 
paredes relativamente rigidas, que podem ter ate alguns micrometros de espessura, as 
celulas primitivas das plantas perderam a capacidade de movimento e adotaram uma 
vida sedentaria, apresentada por to das as plantas atuais. 

A composigao da parede celular depende do tipo celular 

Todas as paredes celulares das plantas originam-se das celulas em divisao, a medida que 
ocorre a formagao da placa celular durante a citocinese para criar uma nova separagao 
da parede entre as duas celulas-filhas (discutido no Capitulo 17). As novas celulas sao 
produzidas em regioes especiais denominadas meristemas, sendo pequenas quando 
comparadas com seu tamanho final. Para acomodar o subsequente crescimento celular, 
suas paredes, denominadas paredes celulares primarias, sao finas e extensiveis, embo- 
ra rigidas. Uma vez que elas param de crescer, a parede celular nao precisa mais ser ex- 
tensivel: algumas vezes, a parede celular primaria e mantida sem modificagoes, porem, 
mais comumente, uma parede celular secundaria rigida e produzida pela deposigao de 
novas camadas no interior das antigas. Essas novas camadas em geral apresentam uma 
composigao que e significativamente diferente daquela da parede primaria. O polimero 
adicional mais comum da parede secundaria e a lignina, uma rede complexa de com- 
postos fenolicos encontrada na parede dos vasos do xilema e nas celulas fibrosas dos 
tecidos da madeira. 

Embora as paredes celulares das plantas superiores variem em composigao e or- 
ganizagao, todas sao formadas, como a matriz extracelular das celulas animais, por um 
principio estrutural comum a todas as fibras compostas, incluindo a fibra de vidro e o 
concreto reforgado. Um componente fornece a forga tensora e o outro, no qual o primei- 
ro se encontra embebido, fornece a resistencia a compressao. O principio e o mesmo 
em plantas e animais, mas a quimica e diferente. Ao contrario da matriz extracelular das 
celulas animais, que e rica em protemas e outros polimeros contendo nitrogenio, a pare- 
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de celular das plantas e constituida quase inteiramente por polfmeros que nao contem 
nitrogenio, incluindo a celulose e a lignina. Para um organismo sedentario que depende 
de C0 2 , H 2 0 e luz solar, esses dois abundantes biopolimeros representam uma forma 
de baixo custo baseada em carbono de materials estruturais, ajudando a conservar o 
nitrogenio escasso dispomvel no solo que em geral limita o crescimento da planta. As- 
sim, as arvores, por exemplo, fazem um grande investimento em celulose e lignina que 
compreende grande parte de sua biomassa. 

Na parede celular das plantas superiores, as fibras tensoras sao formadas por um 
polissacarideo de celulose, a macromolecula organica mais abundante da Terra, forte- 
mente ligada em uma rede de glicanos com ligagao cruzada. Na parede celular prima- 
ria, a matriz na qual a rede de celulose e embebida e composta de pectina, uma rede de 
polissacarideos altamente hidratada, rica em acido galacturonico. As paredes celulares 
secundarias contem componentes adicionais como a lignina, que e dura e ocupa os in- 
tersticios entre os outros componentes, tornando a parede rigida e permanente. Todas 
essas moleculas sao mantidas juntas por uma combinagao de ligagoes covalentes e nao 
covalentes para formar uma estrutura altamente complexa, cuja composigao, espessura 
e arquitetura dependem do tipo celular. 

A parede celular das plantas possui uma fungao de sustentagao da estrutura da 
planta como um todo, uma fungao protetora como um cercado ao redor de cada celula e 
uma fungao de transporte, auxiliando a formar os canais para o movimento dos fluidos 
da planta. Quando as celulas vegetais se tornam especializadas, elas costumam adotar 
uma forma especifica e produzem paredes celulares especialmente adaptadas. Uma 
planta pode ser reconhecida e classificada conforme os diferentes tipos de celulas. En- 
tretanto, concentrar-nos-emos aqui na parede celular primaria e arquitetura molecular 
que fundamenta sua notavel combinagao de forga, resistencia e plasticidade observada 
nas partes em crescimento de uma planta. 

A forga tensora da parede celular permite que as celulas vegetais 
desenvolvam pressao de turgescencia 

O ambiente extracelular aquoso da celula vegetal consiste no fluido contido na parede 
celular que circunda a celula. Embora o fluido da parede celular da planta contenha mais 
solutos do que a agua na parte externa do ambiente da planta (p. ex., o solo), ele ainda 
e hipotonico em comparagao ao interior da celula. Esse desequilfbrio osmotico permite 
que a parede celular desenvolva uma grande pressao hidrostatica, ou pressao de tur¬ 
gescencia, empurrando a parede celular como a camara empurra o pneu. A pressao de 
turgescencia aumenta ate o ponto em que a celula atinge o equilibrio osmotico, com ne- 
nhum influxo de agua apesar do desequilibrio de sal. A pressao de turgescencia gerada 
assim pode atingir 10 ou mais atmosferas, cerca de cinco vezes aquela de um pneu de 
automovel comum. Essa pressao e vital as plantas porque e a principal forga que dirige a 
expansao celular durante o crescimento e fornece grande parte da rigidez mecanica dos 
tecidos vivos das plantas. Compare a folha de uma planta desidratada, por exemplo, com 
a folha turgida de uma planta bem hidratada. E a forga mecanica da parede celular que 
permite que a celula vegetal mantenha essa pressao interna. 

A parede celular primaria e constituida por microfibrilas de 
celulose entrelagadas com uma rede de polissacarideos pectfnicos 

A celulose fornece a forga tensora a parede celular primaria. Cada molecula consiste 
em uma cadeia linear de pelo menos 500 residuos de glicose covalentemente ligados 
uns aos outros para formar uma estrutura em forma de fita, a qual e estabilizada por 
ligagoes de hidrogenio intracadeias (Figura 19-62). Alem disso, as ligagoes de hidro¬ 
genio intermoleculares, entre as moleculas de celulose adjacentes, causam uma forte 
adesao entre as moleculas sobrepostas e dispostas paralelamente, formando feixes de 
cerca de 40 cadeias de celulose, todas com a mesma polaridade. Esses agregados cris- 
talinos altamente organizados, com muitos micrometros de comprimento, sao deno- 
minados microfibrilas de celulose e possuem uma resistencia a tragao comparavel 
a do ago. Grupos de microfibrilas sao arranjados em camadas, ou lamelas, com cada 
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Figura 19-62 Celulose. As moleculas de celu¬ 
lose sao longas, nao ramificadas e constituidas 
por unidades de glicose com ligagoes pi ,4. 
Cada resfduo de glicose e invertido com relagao 
a seu vizinho, e as repetigoes dissacaridicas 
resultantes ocorrem centenas de vezes em uma 
unica molecula de celulose. Cerca de 16 mole¬ 
culas de celulose reunem-se para formar uma 
forte microfibrila de celulose ligada por ligagoes 
de hidrogenio. 








1084 PARTE V As celulas em seu contexto social 


Figura 19-63 Modelo em escala de 
uma porgao da parede celular prima- 
ria, mostrando as duas redes principals 
de polissacarideos. As camadas de 
microfibrilas de celulose (verde) em arranjo 
ortogonal sao entrecruzadas por ligagoes 
de hidrogenio a uma rede de hemicelulose 
(' vermelho ). Essa rede e continua com 
uma rede de polissacarideos de pectina 
(< azul). A rede de celulose e hemicelulose 
fornece forga tensora, enquanto a rede de 
pectina resiste a compressao. A celulose, a 
hemicelulose e a pectina estao presentes 
em quantidades equivalentes na parede 
celular primaria. A lamela media e rica em 
pectina e fixa as celulas adjacentes. 
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microfibrila a 20 a 40 nm de distancia de sua vizinha e conectada a ela por ligagoes cru- 
zadas das moleculas de glicano unidas por ligagoes de hidrogenio a superficie das mi¬ 
crofibrilas. A parede celular primaria consiste em varias lamelas organizadas em uma 
rede conglomerada (Figura 19-63). 

Os glicanos de ligagao cruzada sao um grupo heterogeneo de polissacarideos 
ramificados que se ligam fortemente a superficie de cada microfibrila de celulose, auxi- 
liando na ligagao cruzada das microfibrilas em uma rede complexa. Ha muitas classes de 
glicanos, mas todas possuem uma longa cadeia principal linear composta de um tipo de 
agiicar (glicose, xilose ou manose) de onde saem as pequenas cadeias laterais de outros 
agiicares. Sao as moleculas de agiicar na cadeia principal que formam as ligagoes de hi¬ 
drogenio com as microfibrilas de celulose. A cadeia principal e as cadeias laterais variam 
de acordo com a especie da planta e o estagio de desenvolvimento. 

Junto com essa rede de microfibrilas de celulose e glicanos de ligagao cruzada ha 
outra rede de polissacarideos com ligagoes cruzadas com base em pectinas (ver Figura 
19-63). As pectinas sao um grupo heterogeneo de polissacarideos ramificados que con¬ 
tent muitas unidades de acido galacturonico negativamente carregadas. Em fungao de 
sua carga negativa, as pectinas sao altamente hidratadas e associadas a uma nuvem de 
cations, de maneira semelhante aos glicosaminoglicanos das celulas animais devido ao 
grande espago que ocupam (ver Figura 19-33). Quando o Ca 2+ e adicionado a solugao de 
moleculas de pectina, varias ligagoes cruzadas ocorrem, dando origem a um gel semir- 
rigido (e a pectina que e adicionada ao suco de fruta para produzir geleias). Certas pec¬ 
tinas sao particularmente abundantes na lamela media, uma regiao especializada que 
fixa as paredes celulares das celulas adjacentes (ver Figura 19-63), e as ligagoes cruzadas 
causadas pelo Ca 2+ parecem ajudar a manter unidos os componentes da parede celular. 
Embora as pontes covalentes tambem sejam responsaveis por manterem juntos os com¬ 
ponentes da parede celular, pouco se sabe sobre sua natureza. O controle da separagao 
das celulas da lamela media esta relacionado com o processo de amadurecimento do 
tomate e a queda das folhas no outono. 

Alem das duas redes de polissacarideos, presentes em todas as paredes celulares 
primarias das plantas, ha protemas que podem contribuir com cerca de 5% da massa 
seca da parede. Muitas dessas protemas sao enzimas responsaveis pela renovagao e re- 
modelagem da parede, principalmente durante o crescimento. Outra classe de protemas 
de parede content grandes quantidades de hidroxiprolina, como no colageno. Essas pro¬ 
temas fortalecem a parede e sao produzidas em quantidades aumentadas como resposta 
ao ataque por patogenos. Com base na sequencia genomica de Arabidopsis, estimou-se 
que mais de 700 genes sao necessarios para sintetizar, reunir e remodelar a parede celu¬ 
lar da planta. 
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A deposigao orientada da parece celular controla o crescimento 
da planta 

Uma vez que a planta deixou o meristema onde foi gerada, ela pode crescer considera- 
velmente, em geral mais de mil vezes o seu volume. Essa expansao determina a forma 
final de cada celula e, como consequencia, a forma final da planta. A expansao ocorre 
em resposta a pressao de turgescencia, mas e o comportamento da parede celular que 
governa sua extensao e diregao. A atividade complexa de remodelagem da parede e a 
deposigao de novo material de parede celular sao necessarias. Devido a sua estrutura 
cristalina, as microfibrilas de celulose sao incapazes de esticar, e isso lhes confere um 
papel fundamental nesse processo. Assim, a elasticidade e a deformagao da parede 
celular devem envolver o deslizamento das microfibrilas umas sobre as outras, a se- 
paragao das microfibrilas, ou ambos. A orientagao das microfibrilas nas camadas mais 
internas da parede regula a diregao na qual a celula se expande. As celulas, portanto, 
antecipam sua morfologia futura pelo controle da orientagao das microfibrilas que elas 
depositam na parede (Figura 19-64). 

Ao contrario da maioria das macromoleculas da matriz, que sao produzidas no 
reticulo endoplasmatico e no Golgi e entao secretadas, a celulose e secretada na super- 
ficie da celula por um complexo de enzimas ligadas a membrana plasmatica (celulose 
sintase), que usa como substrato o nucleotideo de agucar UDP-glicose fornecido pelo 
citoplasma. Cada complexo enzimatico, ou roseta, possui simetria sextavada (ver Figu¬ 
ra 19-65) e contem os produtos proteicos de tres genes separados de celulose sintase 
( CESA, do ingles cellulose synthase). Cada protema CESA e essencial para a produgao da 
microfibrila de celulose. Tres genes CESA sao necessarios para a sintese da parede celu¬ 
lar primaria e outros tres genes para a sintese da parede celular secundaria. 

A medida em que sao sintetizadas, as cadeias nascentes de celulose reunem-se em 
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Figura 19-64 As microfibrilas de 
celulose influenciam a diregao do 
alongamento celular. (A) A orientagao 
das microfibrilas de celulose na parede 
celular primaria de uma celula de cenoura 
durante o alongamento e mostrada nesta 
micrografia eletronica de uma replica som- 
breada de uma parede celular rapidamen- 
te congelada e copiada. As microfibrilas 
de celulose estao em disposigao paralela, 
orientadas perpendicularmente ao eixo de 
alongamento celular. As microfibrilas sao 
interligadas e entrelagadas por uma rede 
complexa de moleculas da matriz (compa¬ 
re com a Figura 19-63). (B, C) As celulas 
em (B) e (C) iniciaram com formas identi- 
cas (representadas como cubos), mas com 
diferentes orientagoes das microfibrilas de 
celulose da parede celular. Apesar de a 
pressao de turgescencia ser uniforme em 
todas as diregoes, o enfraquecimento da 
parede celular provoca o alongamento de 
cada celula perpendicularmente a orien¬ 
tagao das microfibrilas, que possuem uma 
forga tensora bastante forte. A expansao 
celular ocorre junto com a insergao de ma¬ 
terial para uma nova parede. A forma final 
de um orgao, como um broto, e determi- 
nada pela diregao na qual suas celulas se 
expandem. (A, cortesia de Brian Wells e 
Keith Roberts.) 


microfibrilas. Essas sao dispostas na superficie extracelular da membrana plasmatica, 
formando uma camada, ou lamela, na qual todas as microfibrilas apresentam mais ou 
menos o mesmo alinhamento (ver Figura 19-63). Cada nova lamela forma-se interna- 
mente a anterior, de modo que a parede consiste em camadas de lamelas concentricas, 
sendo a mais velha localizada na porgao mais externa. As microfibrilas depositadas mais 
recentemente em celulas que estao sendo alongadas costumam ser perpendiculares ao 
eixo do alongamento celular, embora a orientagao das microfibrilas das lamelas externas 
depositadas anteriormente possa ser diferente (ver Figura 19-64B e C). 
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Figura 19-65 Modelo de como a orien¬ 
tagao das microfibrilas de celulose 
recem-depositadas pode ser determi- 
nada pela orientagao dos microtubulos 
corticais. (A) Os grandes complexos de 
celulose sintase, ou rosetas, sao proteinas 
integrals de membrana que sintetizam 
microfibrilas de celulose continuamente 
na face externa da membrana plasmatica. 
As extremidades distais das microfibrilas 
rigidas integram-se a textura da parede, e 
seu alongamento na extremidade proximal 
empurra o complexo sintase ao longo do 
piano da membrana. Como a disposigao 
cortical dos microtubulos esta conectada 
a membrana plasmatica, de forma a res- 
tringir o complexo a canais definidos da 
membrana, a orientagao dos microtubu¬ 
los, quando presentes, determina o eixo 
ao longo do qual as novas microfibrilas 
sao depositadas. (B, C) Duas eletromicro- 
grafias mostrando a associagao compacta 
dos microtubulos corticais a membrana 
plasmatica. Uma delas mostra a secgao 
transversal dos microtubulos, e a outra, 
urn microtubulo em secgao longitudinal. 
Ambas enfatizam os espagos constantes 
de cerca de 20 nm entre a membrana e o 
microtubulo. As moleculas responsaveis 
pela conexao ainda nao sao conhecidas. (B 
e C, cortesia de Andrew Staehelin.) 


Os microtubulos orientam a deposigao da parede celular 

Uma pista importante para o mecanismo que dita a orientagao da microfibrila vem de 
observagoes dos microtubulos nas celulas vegetais. Eles sao arranjados no citoplasma 
cortical com a mesma orientagao das microfibrilas de celulose que estao sempre sendo 
depositadas na parede celular. Esses microtubulos corticais formam um arranjo corti¬ 
cal proximo a face citoplasmatica da membrana plasmatica, mantidos ali por proteinas 
ainda nao caracterizadas. A orientagao congruente do arranjo cortical dos microtubu¬ 
los (localizados logo abaixo da membrana plasmatica) e das microfibrilas de celulose 
(localizadas do lado de fora da membrana) e encontrada em muitos tipos e formas de 
celulas vegetais, estando presente durante a deposigao das paredes primaria e secun¬ 
daria, sugerindo uma relagao causal. 

Tal sugestao pode ser testada tratando-se o tecido de uma planta com uma subs- 
tancia despolimerizadora de microtubulos de modo que desfaga todo o sistema de mi¬ 
crotubulos corticais. Entretanto, as consequencias para a deposigao subsequente da 
celulose nao sao tao simples como esperado. O tratamento com a substantia nao tern 
efeito na produgao de novas microfibrilas de celulose e, em alguns casos, a celula pode 
continuar a depositar novas microfibrilas na orientagao preexistente. Qualquer mudan- 
ga no padrao de microfibrilas, que normalmente ocorrem entre lamelas sucessivas, e 
bloqueada. Parece que uma orientagao preexistente das microfibrilas pode ser propa- 
gada mesmo na ausencia dos microtubulos, mas qualquer mudanga na deposigao das 
microfibrilas de celulose requer que os microtubulos intactos estejam presentes para 
determinar a nova orientagao. 

Essas observagoes sao consistentes com o seguinte modelo. As rosetas que sinteti¬ 
zam celulose, embebidas na membrana plasmatica, parecem produzir moleculas longas 
de celulose. Conforme a smtese de moleculas de celulose e seu autoagrupamento em 
microfibrilas se inicia, a extremidade distal de cada microfibrila forma ligagoes cruzadas 
indiretas com a camada previa do material da parede, orientando a nova microfibrila em 
paralelo com as antigas, a medida que ela se torna integrada na textura da parede. Como 
a microfibrila e dura, a extremidade proximal da roseta precisa se mover durante sua pro¬ 
dugao, a medida que deposita o novo material. A roseta se move no piano da membrana, 
no sentido definido pela forma na qual a extremidade mais distante do microfibrilas esta 
ancorada na parede existente. Dessa forma, cada camada de microfibrilas tenderia a se 
projetar para fora da membrana, na mesma orientagao da camada depositada previa- 
mente, com as rosetas seguindo a diregao das microfibrilas orientadas preexistentes, fora 
da celula. Entretanto, os microtubulos orientados dentro da celula podem forgar uma al- 
teragao na diregao em que as rosetas se movem: eles podem criar ligagoes na membrana 
plasmatica que atuam como bancos de um canal para limitar o movimento das rosetas 
(Figura 19-65). Nessa visao, a smtese de celulose pode ocorrer independentemente dos 
microtubulos, mas ela esta limitada espacialmente quando os microtubulos corticais es¬ 
tao presentes para definir os microdommios da membrana dentro dos quais o complexo 
enzimatico pode se movimentar. 



Protema Microtubulo ligado a 

conectora membrana plasmatica 
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Dessa forma, as celulas vegetais podem mudar a diregao de expansao por mudan- 
gas subitas na orientagao do feixe de microtubulos corticais. Como as celulas vegetais 
nao podem se movimentar (limitadas por sua parede), a morfologia da planta multice- 
lular depende de um controle coordenado e altamente padronizado de orientagao dos 
microtubulos corticais durante o desenvolvimento. Nao se sabe como tal orientagao e 
controlada, embora ja se tenha demonstrado que o microtubulos podem se reorientar 
rapidamente em resposta a estimulos extracelulares, incluindo os reguladores do cresci- 
mento da planta como as auxinas e o etileno (discutido no Capitulo 15). 

Os microtubulos nao sao, entretanto, os unicos elementos do citoesqueleto que 
influenciam a deposigao da parede. Filamentos de actina cortical e focal tambem podem 
direcionar a deposigao da nova parede em locais especificos na superficie celular, contri- 
buindo para a forma final elaborada de muitas celulas vegetais diferenciadas. 

Resumo 

As celulas vegetais sao cercadas por uma matriz extracelular rigida na forma de parede 
celular, a qual e responsavel por muitas das caracteristicas tipicas do estilo de vida vegetal. 
A parede celular e composta de uma rede de microfibrilas de celulose e glicanos de ligagao 
cruzada, embebidos em uma matriz de polissacarideos de pectina. Nas paredes celula¬ 
res secundarias, a lignina pode ser depositada, tornando-as impermeaveis a agua, duras 
e fibrosas. Um arranjo cortical de microtubulos pode determinar a orientagao da nova 
microfibrila de celulose recem-depositada, a qual, por sua vez, determina a diregao da 
expansao celular e, portanto, a forma final da celula e da planta como um todo. 


OQUE NAO SABEMOS 

• Quais sao os mecanismos regula¬ 
dores que controlam o rearranjo 
das jungoes celula-celula no epite- 
lio no inicio do desenvolvimento? 
Qual e o papel das forgas mecani- 
cas e de tensao nesses rearranjos? 

• Como as proteinas de matriz ex¬ 
tracelular e os carboidratos in¬ 
fluenciam a localizagao e a agao 
das moleculas sinalizadoras extra¬ 
celulares ou de seus receptores de 
superficie celular? 

• Como as proteinas adaptadoras 
intracelulares coordenam a ativa- 
gao das proteinas integrinas e sua 
interagao com os componentes do 
citoesqueleto e suas respostas as 
mudangas nas forgas mecanicas 
que atuam nas jungoes celula- 
-matriz? 

• Considerando que as moleculas 
de matriz extracelular possuem a 
capacidade de apresentar arranjos 
ordenados de sinais para as celu¬ 
las, a exata relagao espacial entre 
tais sinais poderia transmitir uma 
mensagem alem daquela dos pro- 
prios sinais individuals? 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

19-1 Devido aos numerosos processos intracelulares re- 
gulados pelas alteragoes nas concentragoes de Ca 2+ , parece 
provavel que as adesoes celula-celula dependentes de Ca 2+ 
tambem sejam reguladas por alteragoes nas concentragoes 
de Ca 2+ . 

19-2 As jungoes compactas desempenham duas fungoes 
distintas: elas bloqueiam o espago entre as celulas, restrin- 
gindo o fluxo paracelular, e cercam os dommios da membra - 
na plasmatica, impedindo a mistura entre as proteinas de 
membrana da porgao apical e basolateral. 

19-3 A elasticidade da elastina deve-se ao seu alto con- 
teudo de a-helices, as quais atuam como molas moleculares. 

19-4 As integrinas podem converter sinais mecanicos em 
sinais moleculares intracelulares. 

Discuta as questoes a seguir. 

19-5 Comente a seguinte citagao de Warren Lewis (1922), 
um dos pioneiros da biologia celular. “Se os varios tipos de 
celulas perdessem sua capacidade adesiva uns com os ou- 
tros e com a matriz extracelular, nossos corpos se desinte- 
grariam e desmoronariam como um amontoado de celulas.” 

19-6 As moleculas de adesao celular foram originalmente 
identificadas com o uso de anticorpo contra componentes 
de superficie celular para bloquear a agregagao celular. Nes¬ 


te ensaio de bloqueio da adesao, os pesquisadores acharam 
necessario usar fragmentos de anticorpos, cada um com um 
unico sitio de ligagao (denominados fragmentos Fab), em 
vez de anticorpos IgG intactos, os quais possuem a forma 
de Y com dois sitios de ligagao identicos. Os fragmentos Fab 
foram produzidos pela digestao de anticorpos IgG com pa- 
paina, uma protease, para separar os dois sitios de ligagao 
(Figura Q19-1). Por que voce acha que foi necessario usar os 
fragmentos Fab para bloquear a agregagao celular? 


Sitios para 

clivagem Sitios de ligagao 



Figura Q19-1 Produgao do fragmento Fab de anticorpos IgG pela digestao 
com papaina. 

19-7 A bacteria responsavel por intoxicagoes alimentares 
Clostridium perfringens produz uma toxina que se liga aos 
membros da familia das claudinas, as quais sao os princi¬ 
pals constituintes das jungoes compactas. Quando a porgao 
C-terminal da toxina se liga a uma claudina, a N-terminal 
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pode se inserir na membrana da celula adjacente, forman- 
do buracos que matam a celula. A porgao da toxina que se 
liga a claudina mostrou ser um valioso reagente para a in- 
vestigagao das propriedades das jungoes compactas. As ce¬ 
lulas MDCK sao a escolha comum para estudos das jungoes 
compactas, pois podem formar uma camada epitelial intacta 
com grande resistencia transepitelial. As celulas MDCK ex- 
pressam duas claudinas: a claudina- 1 , que nao se liga a toxi¬ 
na, e a claudina-4, que se liga. 

Quando uma camada epitelial intacta de celulas 
MDCK e incubada com o fragmento C-terminal da toxina, 
a claudina-4 desaparece, tornando-se indetectavel apos 
24 horas. Na ausencia da claudina-4, as celulas permanecem 
saudaveis, e a camada epitelial permanece intacta. O nume- 
ro medio de filamentos nas jungoes compactas que ligam as 
celulas tambem diminui de cerca de 4 para cerca de 2 apos 
24 horas, e eles sao menos ramificados. Um ensaio funcio- 
nal para integridade das jungoes compactas mostra que a 
resistencia transepitelial e reduzida consideravelmente na 
presenga da toxina, mas pode ser restaurada com lavagem 
da toxina (Figura Q19-2A). Curiosamente, a toxina produz 
esses efeitos somente quando e adicionada a porgao baso- 
lateral da camada. Ela nao tern efeito quando adicionada a 
superficie apical (Figura Q19-2B). 

A. Como os dois filamentos da jungao compacta podem 
permanecer mesmo que toda a claudina-4 tenha desapare- 
cido? 

B. Por que voce acha que a toxina age quando adicionada 
a porgao basolateral da camada epitelial, mas nao a porgao 
apical? 

(A) BASOLATERAL (B) APICAL 
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Figura Q19-2 Efeitos da toxina de Clostridium na fungao de barreira das 
celulas MDCK. (A) Adigao da toxina na porgao basolateral da camada epi¬ 
telial. (B) Adigao da toxina na porgao apical da camada epitelial. Para uma 
dada tensao, uma resistencia mais elevada (ohms cm 2 ) fornece menos cor- 
rente paracelular. 

19-8 Nao e uma tarefa facil identificar fungoes particula- 
res para os componentes especificos da lamina basal, pois 
a estrutura como um todo e um material composto com- 
plicado com propriedades mecanicas e de sinalizagao. O 
nidogenio, por exemplo, liga-se de forma cruzada a dois 
componentes centrais da lamina basal, a laminina -71 e o 
colageno tipo IV. Considerando tal fungao, e surpreendente 
que camundongos nocautes homozigotos para o gene do 
nidogenio -1 sejam saudaveis sem fenotipo anormal. Igual- 
mente, camundongos nocautes homozigotos para o gene 
do nidogenio -2 tambem parecem completamente normais. 



0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48 

Horas Horas 



Fenotipos de camundongos com 
defeitos geneticos nos componentes 
da lamina basal 

Proteina 

Defeito genetico 

Fenotipo 

Nidogenio-1 

Nocaute genico (-/-) 

Nenhum 

Nidogenio-2 

Nocaute genico (-/-) 

Nenhum 

Laminina 7 -I 

Delegao no sftio de ligagao 
do nidogenio (+/-) 

Nenhum 

Laminina 7 -I 

Delegao no sftio de ligagao 
do nidogenio (-/-) 

Morte ao nascer 


+/- para hetorozigoto, -/- para homozigoto. 


Por outro lado, camundongos com uma mutagao definida 
no gene da laminina- 71 , que elimina somente o sftio de li¬ 
gagao do nidogenio, morrem ao nascimento com defeitos 
graves na formagao dos pulmoes e dos rins. Acredita-se 
que a porgao mutante da cadeia da laminina -71 nao tenha 
outra fungao a nao ser se ligar ao nidogenio e nao afeta a 
estrutura da laminina ou sua capacidade de se reunir na 
lamina basal. Como voce explica as observagoes geneticas 
resumidas na Tabela Q19-1? O que voce espera do fenotipo 
de camundongos nocautes homozigotos para os dois genes 
do nidogenio? 

19-9 Discuta a seguinte afirmativa: "A lamina basal das 
fibras musculares atua como um quadro de avisos no qual 
celulas podem colocar suas mensagens que dirigem a dife- 
renciagao e a fungao das celulas subjacentes.” 

19-10 A afinidade das integrinas pelos componentes da 
matriz pode ser modulada por mudangas nos seus dommios 
citoplasmaticos: um processo conhecido como sinaliza¬ 
gao de dentro para fora. Voce identificou regioes-chave nos 
dommios citoplasmaticos da integrina a IIb p 3 que parecem 
ser necessarias a sinalizagao de dentro para fora (Figura 
Q19-3). A substituigao de uma alanina por D723 na cadeia 
P ou R995 na cadeia a leva a altos niveis de ativagao espon- 
tanea, sob condigoes nas quais o tipo normal esta inativo. 
Seu orientador sugere que voce converta o aspartato da ca¬ 
deia p para uma arginina (D723R) e a arginina da cadeia a 
para um aspartato (R995D). Voce compara as tres cadeias a 
(R995, R995A e R995D) contra todas as tres cadeias p (D723, 
D723A e D723R). Voce observa que todos os pares possuem 
altos niveis de ativagao espontanea, exceto D723 versus R995 
(normal) e D723R versus R995D, os quais apresentam baixos 
niveis. Com base nesses resultados, como voce acha que a 
integrina a IIb p 3 mantem seu estado inativo? 


Espago Membrana Citoplasma 

extracelular plasmatica 

723 

I 

WKLLITIHDRKEF 

WKVGFFKRNRP 

I 

995 

Figura Q19-3 Representagao esquematica da integrina a llb p 3 . Os resfduos 
D723 e R995 estao indicados. (De P.E. Hughes et al., J. Biol. Chem. 
271:6571-6574, 1996. Com permissao de American Society for Biochemis¬ 
try and Molecular Biology.) 
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19-11 As cadeias polissacaridicas do glicosaminoglicano 
que sao ligadas aos nucleos proteicos para formar os compo- 
nentes do proteoglicano do espago extracelular sao altamente 
carregadas negativamente. Como voce supoe que essas ca¬ 
deias polissacaridicas negativamente carregadas ajudam a es- 
tabelecer um ambiente semelhante a um gel hidratado em tor- 
no da celula? Como as propriedades dessas moleculas iriam 
diferir se as cadeias de polissacarideos nao possuissem cargas? 

19-12 Em temperatura corporal, o L-aspartato racemiza 
em D-aspartato a uma taxa apreciavel. A maioria das protei- 
nas do organismo possui baixos mveis de D-aspartato, se e 
que ele pode ser detectado. Entretanto, a elastina possui m- 
veis relativamente altos de D-aspartato. Alem disso, a quan- 
tidade de D-aspartato aumenta na proporgao direta com a 
idade da pessoa da qual a amostra foi colhida. Por que voce 
acha que a maioria das protemas tern pouco ou nenhum d- 
-aspartato, enquanto a elastina possui niveis de D-aspartato 
que aumentam progressivamente com a idade? 
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Cancer 


CAPITULO 

20 


Cerca de um quinto da especie humana morrera de cancer, porem essa nao e a razao 
de dedicarmos um capitulo inteiro da presente edigao a doenga. As celulas cancerosas 
violam as regras mais basicas de comportamento celular pelas quais os organismos mul- 
ticelulares sao construidos e mantidos, e exploram todos os tipos de oportunidade para 
faze-lo. Essas transgressoes ajudam a revelar quais sao as regras normais e como elas 
sao mantidas. Como resultado, a pesquisa em cancer ajuda a compreender os principios 
da biologia celular - em especial sinalizagao celular (Capitulo 15), ciclo e crescimento 
celular (Capitulo 17), morte celular programada (apoptose, Capitulo 18) e controle da 
arquitetura dos tecidos (Capitulos 19 e 22). Sabemos que, com um entendimento mais 
aprofundado desses processos normais, tambem adquirimos um melhor entendimento 
sobre a doenga e melhores ferramentas para trata-la. 

Neste capitulo, vamos primeiramente considerar o que e o cancer e descrever o 
progresso natural da doenga a partir da perspectiva celular; apos, discutiremos as mu- 
dangas moleculares que tornam uma celula cancerosa; e fecharemos o capitulo conside- 
rando como nosso entendimento atual sobre as bases moleculares do cancer esta aper- 
feigoando os metodos para sua prevengao e tratamento. 

0 CANCER COMO UM PROCESSO MICROEVOLUTIVO 

O corpo animal funciona como uma sociedade ou um ecossistema cujos integrantes sao 
as celulas, que se reproduzem por divisao celular e organizam-se em conjuntos que co- 
laboram entre si, chamados de tecidos. Esse ecossistema, no entanto, e muito peculiar, 
dado que o autossacrificio, em contraposigao a sobrevivencia do mais forte, e a regra. 
Essencialmente, todas as celulas das linhagens somaticas estao determinadas a morrer: 
elas nao deixam descendentes e a sua existencia e dedicada a manter as celulas germina- 
tivas, as unicas com chance de sobrevivencia (discutido no Capitulo 21). Nao ha misterio 
algum nisso, pois o corpo e um clone derivado de um ovulo fertilizado, e o genoma das 
celulas somaticas e o mesmo das celulas germinativas que originam os espermatozoides 
e os ovulos. Gragas a essa autoimolagao em beneficio das celulas germinativas, as celulas 
somaticas contribuem para a propagagao das copias de seus proprios genes. 

Assim, ao contrario das celulas de vida livre, como as bacterias, que competem pela 
sobrevivencia, as celulas de um organismo multicelular tern o compromisso de colaborar 
entre si. Para coordenar esse comportamento, as celulas enviam, recebem e interpretam 
um conjunto sofisticado de sinais extracelulares que servem como controles sociais, que 
ditam a cada uma como devem atuar (discutido no Capitulo 15). Disso resulta que cada 
celula comporta-se de uma forma socialmente responsavel - repousando, dividindo-se, 
diferenciando-se ou morrendo - conforme o necessario para o bem-estar do organismo. 

As alteragoes moleculares que perturbam essa harmonia sao problematicas para 
a sociedade multicelular. No corpo humano com mais de 10 14 celulas, bilhoes de celulas 
sofrem mutagoes que podem romper o controle social. Mais perigoso ainda, uma muta¬ 
gao pode dar certa vantagem seletiva a uma celula, possibilitando que ela cresga e se di- 
vida um pouco mais vigorosamente e sobreviva mais facilmente que suas vizinhas, vindo 
a se tornar, dessa maneira, a fundadora de um clone mutante que passe a crescer fora 
do contexto. Uma mutagao que leve um dos individuos que participam da cooperagao a 
ter esse tipo de comportamento egoista pode comprometer o futuro de to do o conjunto. 
Com o tempo, os ciclos repetidos de mutagao, competigao e selegao natural, funcionan- 
do dentro de uma populagao de celulas somaticas, podem evoluir de uma situagao nao 
muito boa para uma pior. Esses sao os ingredientes basicos do cancer: uma doenga na 
qual um clone individual mutado passa a prosperar a custa das celulas vizinhas. Por fim 
- a medida que o clone cresce, evolui e se dissemina -, ele pode destruir toda a sociedade 
celular (Animagao 20.1). 
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Figura 20-1 Metastase. Em geral, os tumores 
malignos desenvolvem metastases, tornando 
diffcil a erradicagao do cancer. A imagem 
composta mostra o corpo de um paciente com 
urn linfoma metastatico do tipo nao Hodgkin 
(LNH). A imagem de fundo dos tecidos corpo- 
rais foi obtida por TC (tomografia de raios X 
computadorizada). Sobreposta a essa imagem, 
um exame de PET (tomografia por emissao de 
positrons) revela o tecido tumoral ( amarelo ), 
detectado pela alta capacidade de absorgao da 
fluorodesoxiglicose marcada radioativamente 
(FDG). Altos niveis de absorgao de FDG ocor- 
rem em celulas com um metabolismo e um 
consumo ativo de glicose inadequado, que e 
caracteristico de celulas cancerosas (ver Figura 
20-12). Os sinais amarelos na regiao abdominal 
revelam metastases multiplas. (Cortesia de S. 
Gambhir.) 


Nesta segao, discutiremos o desenvolvimento do cancer como um processo micro - 
evolutivo que compreende o curso de um periodo da vida humana em uma subpopula- 
gao de celulas do corpo. Esse processo, no entanto, depende dos mesmos principios de 
mutagao e selegao natural que governam a evolugao dos organismos vivos na Terra ha 
bilhoes de anos. 

As celulas cancerosas ignoram os controles normais de 
proliferagao e colonizam outros tecidos 

As celulas cancerosas sao definidas por duas propriedades hereditarias: (1) repro- 
duzem-se desobedecendo aos limites normais da divisao celular e (2) invadem e colo¬ 
nizam regioes normalmente destinadas a outras celulas. E a combinagao dessas duas 
atividades que torna o cancer particularmente perigoso. Uma celula anormal que cresce 
(aumenta de massa) e prolifera (divide-se) fora de controle dara origem a um tumor, ou 
neoplasia - literalmente, “nova formagao” crescimento novo. Contudo, enquanto as ce¬ 
lulas neoplasicas ainda nao se tornaram invasivas, diz-se que o tumor e benigno. Para 
a maioria dessas neoplasias, remover ou destruir a massa local em geral permite a cura 
completa. Um tumor e considerado um cancer verdadeiro se for maligno, ou seja, quan- 
do suas celulas tiverem adquirido a capacidade de invadir tecidos adjacentes. A invasivi- 
dade e uma caracteristica essencial das celulas cancerosas. Ela permite a celula maligna 
se desprender do tecido, penetrar a corrente sangumea ou os vasos linfaticos e formar tu¬ 
mores secundarios, denominados metastases, em outros locais do corpo (Figura 20-1). 
De forma geral, quanto mais amplamente o cancer se dissemina, mais dificil se torna 
erradica-lo. Sao as metastases que costumam causar a morte do paciente com cancer. 

Tradicionalmente, os canceres sao classificados de acordo com os tecidos e os 
tipos celulares dos quais eles derivam. Os canceres derivados de celulas epiteliais sao 
denominados carcinomas e sao o tipo de cancer mais comum em humanos. Esse tipo 
de cancer chega a 80% dos casos, provavelmente porque, em adultos, a maior taxa de 
proliferagao celular ocorra no epitelio. Alem disso, os tecidos epiteliais estao mais ex- 
postos a diversas formas de danos fisicos e quimicos que favorecem o desenvolvimento 
do cancer. Sarcomas sao os tumores derivados do tecido conectivo ou de celulas mus- 
culares. Os canceres que nao se enquadram em nenhuma dessas duas amplas categorias 
incluem as varias leucemias e linfomas, derivados de leucocitos ou de seus precursores 
(celulas hematopoieticas), assim como os canceres derivados de celulas do sistema ner- 
voso. A Figura 20-2 mostra os tipos de cancer mais comuns nos Estados Unidos, suas 
incidencias e as respectivas taxas de mortalidade. Cada uma dessas grandes categorias 
tern muitas subdivisoes, de acordo com os tipos especificos de celulas, a localizagao no 
corpo e a aparencia microscopica do tumor. 

Paralelamente ao conjunto de nomes para os tumores malignos, existem nomes 
apropriados para os tumores benignos. Um adenoma, por exemplo, e um tumor epitelial 
benigno com uma estrutura do tipo glandular, e o tipo de tumor maligno correspondente 
e um adenocarcinoma (Figura 20-3). Do mesmo modo, um condrioma e um condrios- 
sarcoma sao tumores benigno e maligno do tecido cartilaginoso respectivamente. 

A maioria dos canceres tern caracteristicas que refletem sua origem. Assim, por exem¬ 
plo, as celulas de um carcinoma de celula basal, derivadas das celulas-tronco que originam 
os queratinocitos, em geral continuam a sintetizar os filamentos intermediaries da citoque- 
ratina, ao passo que as celulas de um melanoma, derivadas das celulas pigmentosas da pele, 
geralmente (mas nem sempre) continuam a produzir granulos de pigmento. Os canceres 
originados de tipos celulares distintos costumam ser doengas muito diferentes. Os carci¬ 
nomas de celula basal, por exemplo, sao apenas localmente invasivos e raras vezes formam 
metastases, enquanto os melanomas podem tornar-se muito mais malignos e costumam 
produzir metastases. Os carcinomas de celula basal sao prontamente curados por cirurgia 
ou irradiagao local, enquanto os melanomas malignos com metastases em geral sao fatais. 

Mais tarde, veremos que ha tambem um modo diferente de classificarmos os can¬ 
ceres, fugindo da classificagao tradicional por local de origem: podemos classifica-los 
de acordo com as mutagoes que tornaram as celulas do tumor cancerosas. A segao final 
deste capitulo ira mostrar como tal informagao pode ser crucial para a concepgao e para 
a escolha do tratamento. 
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Muitos canceres originam-se de uma unica celula anormal 


Figura 20-2 Incidencia e mortalidade 
de cancer nos Estados Unidos. 0 total 
de novos casos diagnosticados nos Estados 
Unidos em 2012 foi de 1.665.540, e o 
total de mortes por cancer foi de 585.720. 
Note que os obitos refletem casos diag¬ 
nosticados em tempos diferentes e que 
menos da metade das pessoas que desen- 
volvem cancer morre da doenga. No mun- 
do todo, os cinco canceres mais comuns 
sao os de pulmao, estomago, mama, 
colorretal e colo do utero (incluidos na fi¬ 
gura como cancer do trato reprodutivo). 0 
total de novos casos de cancer registrados 
por ano e de pouco mais de 6 milhoes. Os 
canceres de pele que nao os melanomas 
nao estao incluidos nos dados, porque 
praticamente todos sao curados com facili- 
dade, e muitos nem sao registrados. 

Os dados de estimativa para o Reino 
Unido sao semelhantes. Porem, as inci¬ 
dences sao diferentes em algumas outras 
partes do mundo, refletindo a grande ex- 
posigao a diferentes agentes infecciosos e 
toxinas do ambiente. (Dados da American 
Cancer Society, Cancer Facts and Figures, 
2014.) 


Mesmo apos produzir metastase, as origens de um cancer podem ser tragadas ate um 
unico tumor primario existente em um orgao especifico. Supoe-se que o tumor prima- 
rio seja derivado da divisao celular de uma unica celula que inicialmente sofreu alguma 
alteragao hereditaria. Subsequentemente, mudangas adicionais se acumulam em alguns 
dos descendentes da celula, determinando crescimento e divisao de maneira aberrante e 
muitas vezes permitindo que tais celulas sobrevivam a morte das vizinhas. No momento 
em que e detectado pela primeira vez, o cancer humano tipico ja tera se desenvolvido 
durante muitos anos e ja tera bilhoes de celulas cancerosas ou mais (Figura 20-4). Os tu- 
mores costumam possuir tambem uma variedade de outros tipos celulares; por exemplo, 
fibroblastos estarao presentes no tecido conectivo dando suporte ao carcinoma, junto 
com celulas inflamatorias e celulas endoteliais vasculares. Como podemos ter certeza de 
que as celulas cancerosas sao descendentes clonais de uma unica celula anormal? 

Uma das formas de provar a origem clonal e por meio da analise molecular dos 
cromossomos das celulas tumorais. Em quase todos os pacientes com leucemia mieloi- 
de crdnica (LMC), os globulos brancos leucemicos podem ser distinguidos dos globulos 
normais devido a uma anomalia cromossomica especifica: o assim denominado cromos- 
somo Filadelfia, criado por uma translocagao entre os bragos longos dos cromossomos 9 
e 22 (Figura 20-5). Quando o DNA de um sitio de translocagao e clonado e sequenciado, 
verifica-se que o sitio de quebra e de religagao dos fragmentos translocados e identico 
em todas as celulas leucemicas de um paciente, apenas diferindo levemente (por so- 
mente algumas centenas ou milhares de pares de bases) entre um paciente e outro. Isso 
e o esperado em uma situagao na qual cada caso de leucemia origina-se de um unico 
acidente que tenha ocorrido em apenas uma celula. Mais tarde, sera visto como essa 
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Figura 20-3 Tumores benignos versus 
tumores malignos. Um tumor glandular 
benigno (celulas rosa\ um adenoma) per- 
manece dentro da lamina basal ( amarelo ) 
que marca o limite da estrutura normal 
(um ducto, neste exemplo). Em contraste, 
um tumor glandular maligno (celulas 
vermelhas, um adenocarcinoma) pode se 
desenvolver a partir de uma celula tumoral 
benigna, e ele destroi a integridade do 
tecido, como ilustrado. Esses tumores po¬ 
dem assumir muitas formas diferentes. 
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Duplicates da populagao de celulas tumorais 



Figura 20-5 A translocate entre os 
cromossomos 9 e 22, responsaveis pela 
leucemia mieloide cronica. 

A estrutura normal dos cromossomos 9 e 
22 e mostrada a esquerda. Quando ocorre 
uma translocagao no sitio indicado, o 
resultado e o par aberrante visto a direita. 
0 menor dos dois cromossomos anormais 
resultantes (22q“) e denominado cromos- 
somo Filadelfia, com referenda a cidade 
onde a anormalidade foi observada pela 
primeira vez. 


Figura 20-4 Crescimento de um tumor humano tipico, como um tumor de mama. 0 diametro de urn 
tumor esta representado em um grafico com escala logarftmica. Podem-se passar anos antes que um tumor seja 
notado. 0 tempo de duplicagao de um tumor de mama tipico, por exemplo, e de cerca de cem dias. Entretanto, 
tumores particularmente virulentos podem crescer mais rapidamente. 

translocagao em particular promove o desenvolvimento da LMC pela criagao de um 
gene hibrido novo que codifica uma protema que promove a proliferagao celular. 

Muitas outras linhas de evidencia, em uma grande variedade de canceres, apon- 
tam para a mesma conclusao: a maioria dos canceres origina-se de uma unica celula 
anormal. 

As celulas cancerosas possuem mutagoes somaticas 

Caso uma unica celula anormal origine um tumor, ela deve transmitir essa anormalida¬ 
de a sua progenie, isto e, a aberragao deve ser herdavel. Assim, o desenvolvimento de 
um clone de celulas cancerosas depende de modificagoes geneticas. As celulas tumorais 
possuem mutagoes somaticas, isto e, elas compartilham uma ou mais anormalidades 
detectaveis em suas sequencias de DNA que as distinguem das celulas normais vizinhas 
ao tumor, como no exemplo da LMC recem-descrito. (Essas mutagoes sao chamadas de 
somaticas , pois elas ocorrem no soma, ou celulas do corpo, e nao na linhagem germinati- 
va). Os canceres tambem sao gerados por mudangas epigeneticas - mudangas herdaveis 
e persistentes na expressao genica que resultam de modificagoes na estrutura da cro- 
matina sem nenhuma alteragao na sequencia de DNA da celula. Entretanto, mutagoes 
somaticas que alteram a sequencia de DNA parecem ser caracteristicas fundamentais e 
universais, sendo o cancer, nesse sentido, uma doenga genetica. 

Fatores que causam modificagoes geneticas tendem a gerar o desenvolvimento de 
cancer. Assim, a carcinogenese (a geragao de um cancer) pode estar relacionada com a 
mutagenese (produgao de alteragoes na sequencia de DNA). Essa relagao e bastante clara 
no caso de duas classes de agentes externos: (1) carcinogenos quimicos (que costumam 
causar uma alteragao simples localizada na sequencia de nucleotideos) e (2) radiagao, 
como os raios X (que caracteristicamente causam quebras cromossomicas e transloca- 
goes), ou luz ultravioleta (UV) (que causa alteragoes especificas nas bases do DNA). 

Como poderia ser esperado, pessoas que herdam um defeito genetico em um dos 
diversos mecanismos de reparo ao DNA, fazendo suas celulas acumularem mutagoes 
em uma taxa elevada, possuem um grande risco de desenvolver cancer. Aquelas com a 
doenga xeroderma pigmentoso, por exemplo, tern defeitos nos sistemas celulares de re¬ 
paro de danos ao DNA induzidos por luz UV e estao sujeitas a uma incidencia de cancer 
de pele extremamente aumentada. 

Uma unica mutagao nao e suficiente para transformar uma celula 
normal em uma celula cancerosa 

Estima-se que durante toda a vida ocorram cerca de 10 16 divisoes celulares em um orga- 
nismo humano normal; no camundongo, com um numero menor de celulas e uma longe- 
vidade menor, esse numero e de cerca de 10 12 . Mesmo em um ambiente isento de agentes 
mutagenicos, ocorrem mutagoes espontaneas a uma taxa que e estimada em cerca de 10 -6 
mutagoes por gene por divisao celular, isso devido as limitagoes intrinsecas da fidelidade 
da replicagao e do reparo ao DNA (ver p. 237-238). Assim, durante o tempo de vida de cada 
ser humano, cada um de seus genes deve sofrer mutagoes em cerca de 10 10 ocasioes inde- 
pendentes; no caso de camundongos, em cerca de 10 6 ocasioes. Entre as celulas mutantes 
que sao produzidas, estima-se que um grande numero delas tenha mutagoes deleterias em 
genes que regulam o crescimento e a divisao celular, fazendo as celulas desobedecerem as 
restrigoes normais a proliferagao celular. Sob esse ponto de vista, parece que o problema 
nao e saber por que o cancer ocorre, mas por que ele e tao pouco frequente. 

Evidentemente, se uma mutagao em um unico gene fosse suficiente para transfor¬ 
mar uma celula saudavel em uma celula cancerosa, nao seriamos organismos viaveis. 
Diversas evidencias mostram que o desenvolvimento de um cancer em geral necessi- 
ta que um numero significativo de acidentes geneticos e epigeneticos raros e indepen- 
dentes ocorram em uma linhagem que provem de uma unica celula. Uma das eviden- 
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Figura 20-6 Incidencia de cancer em fungao da idade. 0 numero de novos casos diagnosticados de cancer 
de colon em mulheres na Inglaterra e no Pais de Gales em 1 ano esta representado em fungao da idade ao 
diagnostico com relagao ao numero total de individuos em cada faixa etaria. A incidencia de cancer aumenta 
de maneira acentuada em fungao da idade. Se apenas uma unica mutagao fosse necessaria para desencadear 
o cancer, e tal mutagao tivesse uma mesma chance de ocorrer a qualquer momento, a incidencia desse cancer 
seria a mesma em todas as idades. Analises desse tipo sugerem que o desenvolvimento de urn tumor solido 
exige que 5 a 8 acidentes independentes ocorram aleatoriamente durante a vida. Esse calculo assume que a taxa 
de mutagao permanece constante conforme o cancer evolui, quando, na verdade, muitas vezes aumenta (ver 
p. 1097). (Dados de C. Muir et al., Cancer Incidence in Five Continents, Vol. V. Lyon: International Agency for 
Research on Cancer, 1987.) 

cias vem de estudos epidemiologicos sobre a incidencia de cancer em fungao da idade 
(Figura 20-6). Se o responsavel pelo cancer fosse uma unica mutagao que ocorresse com 
a probabilidade de uma vez por ano, a chance de desenvolver cancer em um determina- 
do ano nao dependeria da idade da pessoa. Na realidade, no caso de muitos tipos de can¬ 
cer, a incidencia aumenta gradativamente com a idade, o que corresponde ao esperado 
para o caso de o cancer ser causado pelo acumulo progressive e aleatorio de um grande 
numero de mutagoes em determinada linhagem celular. 

Como discutido a seguir, esses argumentos indiretos tern sido confirmados pelo 
sequenciamento sistematico do genoma de celulas tumorais de pacientes com cancer e 
pela catalogagao das mutagoes encontradas. 

Os canceres se desenvolvem gradualmente pelo aumento de 
celulas aberrantes 

No caso dos canceres que tern uma causa externa identificada, a doenga em geral nao e 
aparente ate que tenha transcorrido um longo tempo apos a exposigao ao agente causal. A 
incidencia do cancer de pulmao nao inicia seu crescimento gradativo antes de decadas de 
tabagismo intenso (Figura 20-7). De maneira semelhante, a incidencia de leucemias em 
Hiroshima e Nagasaki nao apresentou crescimento acentuado ate que se passassem cerca 
de cinco anos das explosoes das bombas atomicas. Operarios industriais expostos a carci- 
nogenos quimicos por apenas um periodo de tempo limitado nao costumam desenvolver 
canceres caracteristicos de suas atividades a menos que tenham se passado 10,20 ou mes- 
mo mais anos apos a exposigao. Durante esse longo periodo de incubagao, as potenciais 
celulas cancerosas sofrem uma sucessao de mudangas, e o mesmo se aplica a canceres nos 
quais a lesao genetica inicial nao tern uma correlagao direta com alguma causa externa. 

O conceito que postula que o desenvolvimento de um cancer requer um acumulo 
gradual de mutagoes em um numero de genes diferentes ajuda a explicar o fenomeno 
bem conhecido da progressao tumoral, em que um disturbio inicial pouco grave no 
comportamento celular evolui para um cancer com todas as suas consequencias. Nova- 
mente, a LMC e um exemplo claro. Essa doenga comega como um disturbio caracteriza- 
do pela superprodugao nao letal de leucocitos, e assim continua ao longo dos anos antes 
de mudar para uma doenga que progride mais rapidamente e, de modo geral, termina 
em obito dentro de poucos meses. Na fase cronica precoce, as celulas leucemicas no cor- 
po sao identificadas principalmente pela presenga de uma translocagao cromossomica 
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Figura 20-7 O tabagismo e o apare- 
cimento do cancer de pulmao. Um 

grande aumento no consumo de cigarros 
(.linha vermelha) causou um aumento 
drastico nas mortes por cancer de pulmao 
(linha verde), com um intervalo de tempo 
de aproximadamente 35 anos. Devido ao 
auge global do consumo de cigarros em 
1990, as mortes por cancer de pulmao de- 
verao diminuir em um intervalo de tempo 
semelhante. (Dados de R.N. Proctor, Nat. 
Rev. Cancer 1:82-86, 2001.) 
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Figura 20-8 Estagios da progressao no 
desenvolvimento de cancer do epitelio 
do colo do utero. Os patologistas usam 
uma terminologia-padrao para classificar 
os tipos de alteragoes observados, de 
modo a guiar a escolha do tratamento. (A) 
Em um epitelio escamoso estratificado, as 
celulas em divisao estao confinadas a lami¬ 
na basal. (B) Nesta neoplasia intraepitelial 
de baixo grau (metade direita da imagem), 
as celulas em divisao podem ser encontra- 
das no tergo inferior do epitelio; as celulas 
superficiais ainda sao achatadas e mos- 
tram sinais de diferenciagao, mas esta e in- 
completa. (C) Na neoplasia intraepitelial de 
alto grau, as celulas de todas as camadas 
epiteliais estao proliferando e nao apresen- 
tam sinais de diferenciagao aberrante. (D) 

A verdadeira malignidade inicia-se quando 
as celulas atravessam ou destroem a la¬ 
mina basal do epitelio e invadem o tecido 
conectivo adjacente. (Fotografias cortesia 
de Andrew J. Connolly.) 


A progressao dos tumores envolve sucessivos ciclos de mutagao 
hereditaria aleatoria e de selegao natural 

Todas as evidencias, portanto, indicam que os canceres em geral se desenvolvem por 
um processo no qual uma populagao inicial de celulas levemente anormais - descen- 
dentes de uma celula ancestral com uma unica mutagao - evolui de mal a pior em ciclos 
sucessivos de mutagao seguidos de selegao natural. Desse modo, o tumor torna-se mais 
adaptado, inicia seu crescimento e cresce vigorosamente a medida que surgem mais 
mutagoes vantajosas as celulas que as contem. A evolugao do tumor envolve um ele- 
mento importante de aleatoriedade e, em geral, leva muitos anos. Esse pode ser o motivo 
pelo qual a maioria das pessoas morre por outras causas antes que haja tempo para que 
algum tumor possa se desenvolver. 

Em cada estagio da progressao, uma determinada celula individual adquire mais 
uma mutagao ou mudanga epigenetica que lhe confere uma vantagem seletiva em re- 
lagao as celulas vizinhas, tornando-a mais apta a progredir no ambiente: um ambiente 
que, dentro do tumor, pode ser inospito, com baixos niveis de oxigenio, escassez de nu- 
trientes e barreiras naturais ao crescimento antepostas pelo tecido normal adjacente. 
Quanto maior o numero de celulas tumorais, maiores as chances de que pelo menos 
uma delas ira sofrer uma mudanga que lhe favorega em relagao as celulas vizinhas. Des- 
sa forma, a medida que o tumor cresce, a progressao acelera e as descendentes das celu¬ 
las mais bem adaptadas continuam a se dividir, por fim produzindo clones dominantes 
na lesao em desenvolvimento (Figura 20-9). 

Assim como na evolugao das plantas e dos animais, um tipo de especiagao costu- 
ma ocorrer: a linhagem de celulas originais do cancer pode se diversificar para gerar di- 
versos clones celulares geneticamente diferentes. Esses clones podem coexistir na mes- 
ma massa tumoral; ou eles podem migrar e colonizar ambientes separados adequados 
as suas caracteristicas individuals, onde se estabelecem, desenvolvem-se e progridem 
como um processo independente de metastase. A medida que uma nova mutagao surge 
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(o cromossomo Filadelfia) mencionada antes, apesar de poderem existir outras altera- 
goes geneticas ou epigeneticas menos visiveis. Na fase aguda subsequente, as celulas 
que apresentam translocagoes e tambem outras aberragoes cromossomicas suplantam 
o sistema hematopoietico (de formagao do sangue). Isso mostra que celulas do clone 
mutante inicial foram submetidas a novas mutagoes que as tornaram ainda mais proli- 
ferativas, de modo que elas superam em numero as celulas sangumeas normais e suas 
antecessoras que possuiam a translocagao cromossomica primaria. 

Os carcinomas e outros tumores solidos progridem de forma similar (Figura 20-8). 
Embora muitos canceres humanos nao sejam diagnosticados ate atingirem um estagio 
relativamente tardio, em alguns casos e possivel observar os estagios iniciais, como mos- 
traremos a seguir, e relaciona-los a mudangas geneticas especificas. 
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Figura 20-9 Evolugao clonal. 0 diagrama mostra o desenvolvimento tumoral a partir de ciclos repetitivos de 
mutagao e proliferagao, originando um clone de celulas cancerosas totalmente malignas. Em cada etapa, apenas 
uma unica celula sofre alguma mutagao que potencializa a proliferagao celular ou diminui a morte celular, de 
modo que sua progenie torna-se o clone dominante no tumor. A proliferagao desse clone, entao, acelera a ocor- 
rencia da proxima etapa da evolugao do tumor pelo aumento no tamanho da populagao de celulas que podem 
sofrer uma nova mutagao. A etapa final mostrada no diagrama e a invasao atraves da membrana basal, etapa 
inicial da metastase. Na realidade, existem mais etapas do que as mostradas no diagrama, e uma combinagao 
de mudangas geneticas e epigeneticas esta envolvida. Uma das nao representadas aqui e o fato de que varios 
subclones competidores se transformarao, ao longo do tempo, em um tumor. Como discutiremos adiante, essa 
heterogeneidade dificulta as terapias anticancer (ver Figura 20-30). 

com cada massa tumoral, diferentes subclones podem adquirir vantagens e se tornarem 
predominantes, apenas para serem ultrapassados por outros ou superados por seus pro- 
prios subclones. O aumento da diversidade genetica em relagao a progressao do cancer 
e um dos principals fatores que tornam tao dificil a cura dessa doenga. 

As celulas cancerosas humanas sao geneticamente instaveis 

A maioria das celulas cancerosas humanas acumula alteragoes geneticas em uma taxa anor- 
malmente rapida: diz-se que as celulas sao geneticamente instaveis. A extensao dessa ins- 
tabilidade e suas origens moleculares diferem de um cancer para outro e de paciente para 
paciente, como ja discutimos. Esse fenomeno basico foi evidente mesmo antes das moder- 
nas analises moleculares. Por exemplo, as celulas de diversos canceres mostram conjuntos 
de cromossomos altamente anormais, com duplicates, delegoes e translocagoes que sao 
visiveis durante a mitose (Figura 20-10). Quando as celulas sao mantidas em cultura, es¬ 
ses padroes de erros cromossomicos podem ser vistos evoluindo rapidamente e de forma 
aleatoria. Por muitos anos, os patologistas utilizaram o aspecto anormal do nucleo celular 
para identificar e classificar celulas cancerosas em biopsias de tumores; em particular, ce¬ 
lulas cancerosas podem conter uma grande quantidade de heterocromatina - uma forma 
condensada da cromatina interfasica que silencia genes (ver p. 194-195). Isso sugere que 
mudangas epigeneticas da estrutura da cromatina tambem podem contribuir para o fenoti- 
po de celulas cancerosas, como recentemente demostrado por analises moleculares. 

A instabilidade genetica observada em celulas cancerosas pode surgir de defeitos 
na capacidade de reparar o DNA lesado ou corrigir erros de replicagao de varios tipos. 
Essas alteragoes levam a mudangas na sequencia de DNA e geram rearranjos no DNA 
como translocagoes e duplicagoes. Defeitos na segregagao de cromossomos durante a 
mitose tambem sao muito comuns, os quais proporcionam outras fontes possiveis de 
instabilidade cromossomica e mudangas no cariotipo. 

De uma perspectiva evolutiva, nada disso deveria ser uma surpresa: qualquer coi- 
sa que eleve a probabilidade de mudangas aleatorias na fungao herdavel dos genes de 
uma geragao de celulas para a proxima - e que nao seja muito deleterio - tern chances de 
acelerar a evolugao de um clone de celulas para a malignidade, permitindo, assim, que 
essa propriedade seja selecionada durante a progressao tumoral. 
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Figura 20-10 Cromossomos de um 
tumor de mama mostrando anorma- 
lidades na estrutura e no numero. Os 

cromossomos provenientes de celulas tu- 
morais de mama em metafase foram espa- 
Ihados em uma lamina de vidro e corados 
com (A) um corante comum de DNA ou 
(B) uma combinagao de moleculas de DNA 
fluorescentemente marcadas que colorem 
cada cromossomo humano de forma 
diferente (ver Figura 4-10). A coloragao 
(mostrada em cor falsa) mostra multiplas 
translocagoes, incluindo um cromossomo 
duplamente translocado (seta branca) feito 
de duas porgoes do cromossomo 8 ( verde - 
- marrom ) e uma porgao do cromossomo 
17 (roxo). O cariotipo tambem contem 
48 cromossomos, em vez dos 46 (numero 
normal). (Cortesia de Joanne Davidson e 
Paul Edwards.) 
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As celulas cancerosas apresentam um controle de crescimento 
alterado 

A mutabilidade e um elevado numero de populates celulares criam as oportunidades 
para que as mutagoes ocorram. Porem, o estimulo para o desenvolvimento de um cancer 
precisa vir de alguma vantagem seletiva por parte das celulas mutantes. Obviamente, uma 
mutagao ou uma mudanga epigenetica pode conferir tal vantagem aumentando a taxa de 
proliferagao celular ou permitindo que as celulas continuem a proliferar quando as celu¬ 
las normals parariam. Celulas cancerosas que conseguem crescer em cultura ou celulas 
de cultivo modificadas artificialmente para conter os tipos de mutagoes encontradas em 
canceres em geral apresentam um fenotipo transformado. Elas sao anormais em sua for¬ 
ma, motilidade, resposta a fatores de crescimento do meio de cultura e, muito comum, no 
modo como reagem ao contato com a superficie onde estao aderidas e entre si. Celulas 
normais nao se dividirao a menos que se encontrem aderidas a superficie; celulas altera- 
das se dividirao mesmo se mantidas em suspensao. As celulas normais se tornam inibidas 
quanto ao movimento e a divisao quando a cultura atinge a confluencia (quando as celulas 
mantem contato uma com a outra); as celulas alteradas continuam se movendo e se divi- 
dindo mesmo apos a confluencia, formando camadas na placa de cultura (Figura 20-11). 
Alem disso, essas celulas nao precisam mais de todos os sinais positivos do ambiente que 
as cerca como as celulas normais. 

O comportamento em cultura da um indicio de como as celulas cancerosas podem 
se comportar de forma inadequada em seu ambiente natural, inseridas em um tecido. 
No entanto, as celulas cancerosas no corpo mostram outras peculiaridades que as distin- 
guem das celulas normais, alem daquelas ja descritas aqui. 

As celulas cancerosas possuem o metabolismo de agucar alterado 

Com quantidades suficientes de oxigenio, as celulas normais de um tecido adulto em ge¬ 
ral oxidarao quase todo o carbono da glicose que ele ingeriu em C0 2 , o qual e eliminado 
do corpo como um produto final. Um tumor em crescimento necessita de nutrientes em 
abundancia para gerar as unidades fundamentais para fazer novas macromoleculas. Des- 
sa forma, a maioria dos tumores possui um metabolismo mais parecido com o de um 
embriao em crescimento do que de um tecido normal adulto. As celulas tumorais con- 
somem glicose avidamente, importando-a do sangue a uma taxa que pode chegar a ser 
cem vezes maior do que a das celulas normais vizinhas. Alem disso, apenas uma pequena 
fragao dessa glicose e utilizada para a produgao de ATP por fosforilagao oxidativa. Em vez 
disso, uma grande quantidade de lactato e produzida, e muitos dos atomos de carbono 
remanescentes da glicose sao desviados para serem utilizados na sintese de protemas, 
acidos nucleicos e lipideos necessarios ao crescimento tumoral (Figura 20-12). 


Figura 20-11 Perda da inibigao de con¬ 
tato pelas celulas cancerosas em uma 
cultura celular. A maioria das celulas 
normais interrompe a proliferagao assim 
que forma uma camada unica de celulas 
na placa de cultivo: a proliferagao, ao que 
parece, depende do contato com a placa, 
e, para ser inibida, depende do contato 
com outras celulas - fenomeno conhecido 
como "inibigao de contato". As celulas 
cancerosas, no entanto, nao cumprem tal 
preceito e continuam a crescer, forman¬ 
do camadas sobre camadas (Animagao 
20.2). (A) Representagao esquematica. (B 
e C) Microscopia optica de fibroblastos 
normais (B) e transformados (C). (B e C, 
cortesia de Lan Bo Chen.) 
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Foi mostrado que essa tendencia que as celulas tumorais tern de desviar a enfase 
da fosforilagao oxidativa, mesmo quando o oxigenio e abundante, ao mesmo tempo em 
que consomem elevadas quantidades de glicose, resulta na promogao do crescimen- 
to dessas celulas cancerosas, tendo sido denominada efeito Warburg , em homenagem 
a Otto Warburg, o primeiro a identificar esse fenomeno no inicio do seculo XX. E essa 
grande absorgao de glicose que permite que os tumores sejam identificados seletiva- 
mente em exames do corpo inteiro (ver Figura 20-1), promovendo, assim, uma forma de 
monitorar a progressao do cancer e a resposta ao tratamento. 


Figura 20-12 O efeito Warburg em 
celulas tumorais reflete uma mudanga 
drastica no consumo de glicose e no 
metabolismo de agucar. (A) Celulas que 
nao estao proliferando irao oxidar normal- 
mente toda a glicose que foi importada 
do sangue para produzir ATP por meio da 
fosforilagao oxidativa em suas mitocon- 
drias. Apenas quando privadas de oxigenio 
e que essas celulas irao gerar a maior parte 
de seu ATP a partir da glicolise, conver- 
tendo o piruvato produzido em lactato 
para reestabelecer o NAD + necessario 
para a glicolise (ver Figura 2-47). (B) Ao 
contrario, celulas tumorais em geral pro- 
duzirao lactato em abundancia, mesmo 
na presenga de oxigenio. Isso e resultado 
de urn aumento da taxa de glicolise que e 
influenciada por urn grande aumento na 
taxa de incorporagao de glicose. Assim, as 
celulas tumorais se assemelham as celulas 
altamente proliferativas em embrioes (e 
durante a reparagao tecidual), as quais 
requerem urn grande suprimento de pe- 
quenas moleculas como unidades funda¬ 
mentais para a biossintese, que podem ser 
geradas a partir da glicose adquirida (ver 
tambem Figura 20-26). 


As celulas cancerosas possuem uma capacidade anormal de 
sobreviver ao estresse e ao dano ao DNA 

Em uma grande variedade de organismos multicelulares, ha um excelente mecanismo 
de protegao contra problemas que podem ser causados por celulas danificadas e dese- 
quilibradas. Disturbios internos, por exemplo, dao origem a sinais de perigo na celula 
danificada, ativando defesas de protegao que podem, por fim, levar a apoptose (ver Capi- 
tulo 18). Para sobreviver, as celulas cancerosas necessitam de mutagoes adicionais para 
evitar ou bloquear essas defesas contra o comportamento celular incorreto. 

Sabe-se que as celulas cancerosas possuem mutagoes que levam a celula a um esta- 
do anormal, em que processos metabolicos podem estar desequilibrados e componentes 
celulares essenciais podem ser produzidos em proporgoes incorretas. Esse tipo de estado 
- no qual mecanismos homeostaticos celulares sao inadequados para lidar com a per- 
turbagao imposta - e referido como estado de estresse celular. Quebras cromossomicas 
e outras formas de dano ao DNA, por exemplo, sao comumente observadas durante o 
desenvolvimento do cancer, refletindo a instabilidade genetica que as celulas cancerosas 
possuem. Assim, para sobreviver e se dividir de forma ilimitada, uma celula cancerosa 
deve acumular mutagoes que desarmem os mecanismos de defesa normais que induzi- 
riam a celula que esta em estado de estresse a morte. De fato, uma das propriedades mais 
importantes de muitos tipos de celulas cancerosas e a capacidade de evitar a apoptose, 
o que, em uma mesma situagao, uma celula normal faria normalmente (Figura 20-13). 

Embora as celulas cancerosas tendam a evitar a apoptose, isso nao significa que 
elas raramente morram. Pelo contrario, no interior de um tumor solido, a morte celular 
ocorre em grande escala - as condigoes de sobrevivencia sao dificeis, com uma grande 
competigao entre as celulas por oxigenio e nutrientes. Muitas morrem, em geral mais por 
necrose do que por apoptose (Figura 20-14). O tumor continua crescendo porque a taxa 
de geragao de novas celulas e maior do que a taxa de morte celular, porem essa margem 
costuma ser pequena. Por essa razao, o tempo que um tumor leva para dobrar de tama- 
nho e maior do que o tempo do ciclo celular das celulas tumorais. 
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Figura 20-13 O aumento na divisao e a 
diminuicao na apoptose podem contri- 
buir para a tumorigenese. 

Em tecidos normais, a apoptose compensa 
a divisao celular para manter a home- 
ostase (ver Animagao 18.1). Durante o 
desenvolvimento do cancer, o aumento da 
divisao celular ou a inibigao da apoptose 
pode levar ao aumento do numero de 
celulas, importante para a tumorigenese. 
As celulas destinadas a apoptose estao re- 
presentadas em cinza. Tanto o aumento na 
divisao quanto a diminuigao na apoptose 
normalmente contribuem para o cresci- 
mento do tumor. 
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As celulas cancerosas humanas escapam do limite interno de 
proliferagao celular 

Muitas celulas humanas normais possuem um limite interno para o numero de ve- 
zes que podem se dividir quando estimuladas a proliferar em cultura: elas param de 
se dividir permanentemente apos certo numero de ciclos (p. ex. ; 25 a 50 para fibro- 
blastos humanos). Esse mecanismo de contagem de divisao celular e denominado se- 
nescencia celular replicativa e costuma depender do encurtamento progressive dos 
telomeros nas extremidades dos cromossomos, um processo que acaba mudando sua 
estrutura (discutido no Capitulo 17). Como discutido no Capitulo 5, a replicagao do 
DNA telomerico durante a fase S depende da enzima telomerase, que mantem uma 
sequencia telomerica especial que promove a formagao de estruturas de quepe pro- 
teicas para proteger as extremidades dos cromossomos. Uma vez que muitas celulas 
humanas proliferativas (celulas-tronco sao uma excegao) tern deficiencia de telomera¬ 
se, seus telomeros diminuem a cada divisao celular, e seus quepes protetores deterio- 
ram, gerando um sinal de dano ao DNA. Por fim, a extremidade cromossomica alterada 
pode desencadear uma parada permanente do ciclo celular, provocando a morte de 
uma celula normal. 

As celulas cancerosas humanas evitam a senescencia celular replicativa de duas 
maneiras. Elas podem manter a atividade de telomerase conforme proliferam e, assim, 
seus telomeros nao diminuem ou ficam desprotegidos; ou elas podem desenvolver um 
mecanismo alternativo baseado na recombinagao homologa (chamado de ALT) para 
alongar as extremidades de seus cromossomos. Independentemente da estrategia usa- 
da, o resultado e que a celula cancerosa continua a proliferar sob condigoes em que as 
celulas normais nao cresceriam. 


Figura 20-14 Corte transversal de um 
adenocarcinoma de colon que possui 
metastase no pulmao. 0 corte de tecido 
mostra celulas de cancer colorretal bem 
diferenciadas formando glandulas coesi- 
vas no pulmao. A metastase possui areas 
centrais de necrose ( rosa ), onde celulas 
cancerosas morreram porque o cresci- 
mento celular superou o fornecimento de 
sangue. Tais regioes anoxicas sao comuns 
no interior de grandes tumores. (Cortesia 
de Andrew J. Connolly.) 
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0 microambiente tumoral influencia o desenvolvimento do cancer 

Enquanto as celulas cancerosas em um tumor sao as portadoras de mutagoes perigosas e 
costumam ser anormais, existem outras celulas no tumor - especialmente aquelas de su- 
porte do tecido conectivo, ou estroma - que estao longe de serem espectadores passivos. O 
desenvolvimento de um tumor baseia-se em uma comunicagao entre celulas tumorais e o 
estroma tumoral, assim como o desenvolvimento normal de orgaos epiteliais necessita da 
comunicagao entre celulas epiteliais e celulas mesenquimais (discutido no Capitulo 22). 

O estroma fornece uma estrutura para o tumor. Ele e composto de tecido conectivo 
normal contendo fibroblastos e leucocitos inflamatorios, assim como celulas endoteliais 
que formam vasos sangumeos e linfaticos associadas a pericitos e celulas musculares 
lisas (Figura 20-15). Com a progressao do carcinoma, as celulas cancerosas induzem 
modificagoes no estroma pela secregao de protemas de sinalizagao que alteram o corn- 
portamento das celulas do estroma e tambem enzimas proteoliticas que modificam a 
matriz extracelular. As celulas estromicas, por sua vez, secretam protemas de sinaliza¬ 
gao que estimulam o crescimento das celulas cancerosas e a divisao celular, assim como 
proteases que remodelam a matriz extracelular. Dessa forma, o tumor e seu estroma se 
desenvolvem juntos, como erva daninha no ecossistema que eles invadem, e o tumor se 
torna dependente das celulas do seu estroma. Experimentos utilizando camundongos 
indicam que o crescimento de alguns carcinomas transplantados depende dos fibroblas¬ 
tos associados ao tumor, e nao dos fibroblastos normais. Essa necessidade ambiental 
ajuda a nos proteger do cancer, como discutiremos a seguir ao considerar um fenomeno 
crucial denominado metastase. 

As celulas cancerosas devem sobreviver e proliferar em um 
ambiente inospito 

Em geral, as celulas cancerosas precisam migrar e se multiplicar para novos locais no cor- 
po com o intuito de nos matar, processo chamado de metastase. Esse e o aspecto mais letal 
do cancer - e o menos compreendido -, responsavel por 90% das mortes associadas a ele. 
Apartir da disseminagao pelo corpo, o cancer se torna quase impossivel de erradicar, tanto 
por cirurgia como por radioterapia local. A metastase tambem e um processo de muitas 
etapas: primeiro, as celulas devem desprender-se do tumor primario, invadir o tecido local 
e os vasos, mover-se ao longo da circulagao, deixar os vasos e, entao, estabelecer uma nova 
colonia em locais distantes (Figura 20-16). Cada um dos eventos e complexo, e muitos dos 
mecanismos moleculares envolvidos nao estao bem esclarecidos. 

Para uma celula cancerosa tornar-se perigosa, ela deve se livrar dos freios que con- 
trolam a celula normal mantendo-a no seu local e nao permitindo que invada tecidos 
vizinhos. Assim, a invasividade e uma das propriedades definidas de tumores malignos 
que se apresentam com um padrao de crescimento desorganizado, com bordas irregula- 
res e com extensoes nos tecidos circunvizinhos (ver exemplo na Figura 20-8). Apesar de 
os mecanismos moleculares nao serem bem compreendidos, a invasividade certamente 
requer a ruptura dos mecanismos de adesao que em geral conservam as celulas unidas 
as suas vizinhas e a matriz extracelular. Para os carcinomas, essa mudanga se assemelha 



Figura 20-15 O microambiente tumo¬ 
ral tern um papel importante na tumo- 
rigenese. Os tumores sao formados por 
muitos tipos celulares, incluindo celulas 
cancerosas, celulas endoteliais, pericitos 
(celulas musculares lisas vasculares), fi¬ 
broblastos e leucocitos inflamatorios. A 
comunicagao entre as celulas cancerosas 
com os outros tipos de celulas tern um 
importante papel no desenvolvimento do 
tumor. Observe, entretanto, que se acre- 
dita que apenas as celulas cancerosas sao 
geneticamente anormais no tumor. 




1102 PARTE V As celulas em seu contexto social 


Celulas crescendo como um Celulas se tornando invasivas 



Figura 20-16 Etapas do processo de metastase. 0 exemplo ilustra a disseminagao de um tumor de um orgao 
como a bexiga para o ffgado. As celulas tumorais entram na corrente sanguinea de maneira direta, pela invasao 
da parede de um vaso sanguineo, como mostra o diagrama, ou, mais comumente talvez, pela invasao da parede 
de um vaso linfatico, cujo conteudo (linfa) e despejado, por fim, na corrente sanguinea. As celulas tumorais que 
penetram o vaso linfatico costumam ser segregadas no linfonodo e dao origem a metastases no linfonodo. 

Estudos em animais mostraram que pouqufssimas celulas malignas - menos de uma a cada mil - que pe¬ 
netram a corrente sanguinea sao capazes de estabelecer um tumor detectavel no novo sftio. 


a transigao epitelial-mesenquimal (do ingles, epitelial-mesenchymal transition , EMT) que 
ocorre em alguns tecidos epiteliais durante o desenvolvimento normal (ver p. 1042). 

A proxima etapa na metastase - o estabelecimento de colonias em orgaos distantes 
- inicia-se com a entrada de celulas tumorais na circulagao: as celulas cancerosas inva¬ 
sivas devem penetrar a parede dos vasos sanguineos e linfaticos. Os vasos linfaticos sao 
maiores e tern paredes mais fracas do que os vasos sanguineos, permitindo que as celulas 
cancerosas entrem em pequenos aglomerados; esses aglomerados podem ficar presos nos 
linfonodos, dando origem a metastases nos linfonodos. Ao contrario, as celulas cancerosas 
que entram na corrente sanguinea parecem estar sozinhas. Com tecnicas modernas para 
separagao de celulas de acordo com suas propriedades de superficie, tern se tornado pos- 
sivel, em alguns casos, detectar essas celulas tumorais circulantes (CTCs ) em amostras de 
sangue de pacientes com cancer, mesmo que sejam apenas uma pequena fragao em toda a 
populagao de celulas sangumeas. Essas celulas, pelo menos a principio, sao uma amostra 
da populagao de celulas tumorais que pode ser utilizada para analise genetica. 

De todas as celulas que entram no sistema linfatico ou na corrente sanguinea, ape¬ 
nas uma pequena fragao consegue atingir seu objetivo final, alojar-se em um novo local, 
sobreviver, proliferar e tornar-se fundadora de metastases. Experimentos mostram que 
menos de 1 em milhares, talvez 1 em milhoes, consiga esse feito. A etapa final da coloniza- 
gao aparenta ser a mais dificil: assim como os vikings que desembarcaram na costa inospi- 
ta da Groenlandia, as celulas que migraram podem nao sobreviver no ambiente estranho; 
ou elas podem se desenvolver ali por um curto espago de tempo enquanto formam uma 
pequena colonia - uma micrometastase -, que depois morre (Anima 9 ao 20.3). 
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Muitos canceres sao descobertos antes de formarem colonias metastaticas e po- 
dem ser curados com a destruigao do tumor primario. Porem, uma micrometastase nao 
detectada permanecera latente por muitos anos, para entao revelar a sua presenga me- 
diante um grande crescimento, formando um tumor secundario bem distante do tumor 
primario que ja havia sido retirado. 

Diversas propriedades contribuem para o crescimento canceroso 

Claramente, para produzir um cancer, a celula deve adquirir um conjunto de proprie¬ 
dades anormais - uma colegao de novas habilidades subversivas - a medida que se de- 
senvolve. Diferentes canceres requerem diferentes combinagoes dessas propriedades. 
Mesmo assim, todos os tipos de cancer compartilham algumas caracteristicas comuns. 
Por definigao, todos eles ignoram ou interpretam de forma errada controles sociais como 
de proliferagao e migragao, ao passo que as celulas normais nao o fazem. Essas proprie¬ 
dades definidas sao comumente combinadas com outras caracteristicas que ajudam as 
celulas tumorais a surgirem e se desenvolverem. Em geral, uma lista de caracteristicas- 
-chave das celulas cancerosas compreende as seguintes (todas ja discutidas): 

1. Elas crescem (biossintetizam) quando nao deveriam, principalmente por uma 
mudanga no metabolismo de fosforilagao oxidativa para glicolise aerobica. 

2. Elas entram em divisao celular quando nao deveriam. 

3. Elas escapam dos tecidos aos quais pertencem (ou seja, sao invasivas) e sobrevi- 
vem e proliferam em sitios estranhos (i.e., formam metastase). 

4. Elas apresentam respostas anormais ao estresse, permitindo que sobrevivam e con- 
tinuem se dividindo em condigoes de estresse que iriam bloquear ou matar celulas 
normais, e elas sao menos propensas a morte por apoptose do que as celulas normais. 

5. Elas sao genetica e epigeneticamente instaveis. 

6. Elas escapam da senescencia celular replicativa, seja pela produgao de telomerase 
ou pela aquisigao de outros modos de estabilizar seus telomeros. 

Na proxima segao deste capitulo, veremos as mutagoes e os mecanismos celulares 
por tras dessas e de outras propriedades das celulas cancerosas. 

Resumo 

As celulas cancerosas, por definigao, crescem e proliferam desobedecendo aos controles 
normais (i.e., elas sao neoplasicas) e sao capazes de invadir e colonizar os tecidos circun- 
dantes (i.e., elas sao malignas). Por originarem tumores secundarios, ou metastases, fica 
dificil erradica-las por cirurgia ou irradiagao local. Sabe-se que a maioria dos canceres 
origina-se de uma unica celula que sofreu uma mutagao inicial, mas a descendencia dessa 
celula deve sofrer ainda outras alteragdes, precisando de mutagoes e eventos epigeneti- 
cos para tornar-se cancerosa. A progressao tumoral em geral leva muitos anos e reflete a 
atuagao de um processo evolutivo darwiniano no qual celulas somaticas sofrem mutagoes 
e alteragdes epigeneticas acompanhadas de selegao natural. 

As celulas cancerosas adquirem diversas propriedades especiais a medida que se 
desenvolvem, se multiplicam e se disseminam. Seus genomas mutados permitem que 
cresgam e se dividam na ausencia de sinais que normalmente mantem a proliferagao ce¬ 
lular sob um rigido controle. Como parte do processo evolutivo da progressao tumoral, 
as celulas cancerosas adquirem varias anormalidades adicionais, incluindo defeitos nos 
controles que interrompem permanentemente a divisao celular ou induzem a apoptose 
em resposta ao estresse ou ao dano ao DNA e na maquinaria, que, em geral, mantem as 
celulas no seu devido lugar. Todas essas mudangas aumentam a capacidade das celulas 
cancerosas de sobreviver, crescer e se dividir em seus tecidos originais e, em seguida, formar 
metastases, fundando novas colonias em ambientes estranhos. A evolugao de um tumor 
tambem depende de outras celulas presentes no microambiente tumoral, coletivamente 
chamadas de celulas estromicas, as quais o cancer recruta e manipula. 

Como muitas mudangas sao necessarias para que se instaure esse conjunto de com- 
portamentos antissociais, nao e surpresa que muitas celulas cancerosas sejam genetica e/ou 
epigeneticamente instaveis. Acredita-se que tal instabilidade genetica seja selecionada nos 
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clones de celulas aberrantes, que sao capazes de produzir tumores, pois aceleram bastante o 
acumulo de outras alteragoes geneticas e epigeneticas necessarias para a progressao tumoral 

GENES CRITICOS PARA 0 CANCER: COMO SAO 
ENCONTRADOS E 0 QUE FAZEM 

Como vimos, o cancer depende do acumulo de alteragoes hereditarias em celulas soma- 
ticas. Para compreende-lo em mvel molecular, e necessario identificar as mutagoes e as 
alteragoes epigeneticas envolvidas e descobrir como elas levam a um comportamento 
celular canceroso. Encontrar as celulas relevantes e facil; elas sao favorecidas pela sele- 
gao natural e chamam a atengao por originarem tumores. Porem, como identificar aque- 
les genes com as alteragoes promotoras de cancer entre todos os outros genes em uma 
celula cancerosa? Um cancer tipico depende de uma gama de mutagoes e mudangas 
epigeneticas - normalmente ha um conjunto um pouco diferente para cada paciente. 
Alem disso, uma celula cancerosa ira conter tambem um grande numero de mutagoes 
somaticas que sao subprodutos acidentais - chamadas de passageiras em vez de condu- 
toras - de sua instabilidade genetica, e pode ser dificil distinguir essas mudangas insig- 
nificantes daquelas que tern um papel real na causa da doenga. A respeito dessas dificul- 
dades, ao longo dos ultimos 40 anos muitos dos genes que sao repetidamente alterados 
em canceres humanos foram identificados. Chamaremos tais genes, para uma melhor 
definigao, de genes criticos para o cancer, isto e, todos os genes cujas alteragoes contri- 
buem para gerar ou desenvolver um cancer ao longo da tumorigenese. 

Nesta segao, discutiremos primeiramente como sao definidos os genes criticos 
para o cancer. Depois, examinaremos suas fungoes e em que parte eles atuam para con- 
ferir as celulas cancerosas as propriedades mencionadas na primeira parte do capitulo. 
A segao termina com a discussao sobre cancer de colon como exemplo ampliado, mos- 
trando como uma sucessao de alteragoes nos genes criticos para o cancer permite que o 
tumor evolua de um padrao ruim de comportamento para outro pior. 

A identificagao de mutagoes cancerosas para ganho e perda de 
fungao precisou de metodos diferentes 

Os genes criticos para o cancer sao agrupados em duas classes mais abrangentes segun- 
do o risco de o cancer decorrer de uma atividade muito aumentada ou diminuida do 
produto do gene. Os genes da primeira classe, nos quais uma mutagao que causa au- 
mento de fungao leva a um cancer, sao denominados proto-oncogenes; os seus mutan- 
tes, as formas hiperativas, sao denominados oncogenes. Os genes da segunda categoria, 
nos quais as mutagoes que levam a perda de fungao podem contribuir para o cancer, 
sao denominados genes supressores de tumores. Em ambos os casos, a mutagao pode 
levar diretamente ao cancer (mediante proliferagao celular quando ela nao deveria ocor- 
rer) ou indiretamente - gerando instabilidade genetica ou epigenetica, por exemplo, e 
levando ao aceleramento da ocorrencia de outras mudangas inerentes que estimulam 
o crescimento tumoral de forma direta. Esses genes cujas alteragoes resultam em insta¬ 
bilidade genomica representam uma subclasse de genes criticos para o cancer, que sao 
chamados, algumas vezes, de genes de manutengao genomica. 

Como veremos, mutagoes em oncogenes e genes supressores de tumores podem 
ter efeitos semelhantes na promogao do desenvolvimento do cancer; a superprodugao 
de um sinal para proliferagao, por exemplo, pode resultar de ambos os tipos de mutagao. 
Assim, do ponto de vista da celula cancerosa, os oncogenes e os supressores de tumor - e 
as mutagoes que os afetam - sao dois lados da mesma moeda. Porem, as tecnicas que 
levaram a descoberta dessas duas categorias de genes sao distintas. 

As mutagoes em uma unica copia de um proto-oncogene que o transformam 
em um oncogene podem ter um efeito dominante em promover o crescimento celular 
(Figura 20-17A). Assim, podemos identificar o oncogene pelo seu efeito quando e adi- 
cionado - por transfecgao do DNA, por exemplo, ou por infecgao com um vetor viral - ao 
genoma de uma celula-teste ou animal de experimento. Por outro lado, no caso do gene 
supressor de tumor, os alelos causadores de cancer produzidos pela alteragao em geral 
sao recessivos: com frequencia (mas nem sempre), ambas as copias do gene normal de- 
vem ser removidas ou inativadas na celula diploide somatica antes que um efeito seja 



CAPITULO 20 Cancer 1105 


(A) Mutagao de superatividade (ganho de fungao) 



Celula normal 


Um unico evento de mutagao 
Cria um oncogene 



Mutagao de ativagao 
permite que os oncogenes 
promovam a transformagao 
celular 


Celulas 
em rota 
para o cancer 


(B) Mutagao de diminuigao de atividade (perda de fungao) 
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Figura 20-17 As mutagoes criticas do 
cancer situam-se em duas categorias 
completamente distintas - dominante 
e recessiva. No diagrama, mutagoes 
ativadoras sao representadas por caixas 
vermelhas preenchidas, e mutagoes inati¬ 
va doras, por caixas vermelhas vazias. (A) 
Os oncogenes agem de maneira dominan¬ 
te: uma mutagao para ganho de fungao 
em uma das copias do gene crftico para 
o cancer conduz a celula em diregao a 
malignidade. (B) Por outro lado, mutagoes 
em genes supressores de tumor costumam 
agir de maneira recessiva: a fungao de 
ambos os alelos dos genes crfticos para o 
cancer deve ser perdida para conduzir a 
celula em diregao ao cancer. Apesar de o 
diagrama mostrar que o segundo alelo do 
gene supressor de tumor e inativado pela 
mutagao, ele muitas vezes e inativado pela 
perda do segundo cromossomo. 0 fato de 
que a mutagao de alguns genes supresso¬ 
res de tumor pode ter um efeito mesmo 
que apenas uma copia de um dos dois ge¬ 
nes seja lesionada nao e mostrado aqui. 


observado (Figura 20-17B). Isso exige uma abordagem experimental diferente, cujo foco 
e descobrir o que esta faltando na celula cancerosa. 

Comegamos discutindo alguns exemplos de cada classe de genes criticos para o 
cancer com o objetivo de ilustrar principios basicos. Esses exemplos tambem sao esco- 
lhidos por sua relevancia historical os experimentos que levaram as suas descobertas 
- em tempos diferentes e modos distintos - geraram mudangas importantes no entendi- 
mento do cancer. 

Os retrovirus podem agir como vetores de oncogenes que 
alteram o comportamento celular 

A busca por causas geneticas para o cancer humano tomou um caminho tortuoso, come- 
gando com pistas que vieram de estudos com virus tumorais. Embora os virus estejam 
envolvidos em uma minoria dos canceres humanos, um grupo de virus que infecta ani- 
mais gerou ferramentas importantes para o estudo da doenga. 

Uma das primeiras viroses animais correlacionadas com o cancer foi descober- 
ta ha mais de 100 anos em galinhas, quando o agente infeccioso que causa tumores de 
tecido conectivo, ou sarcomas, foi caracterizado como um virus - o virus do sarcoma 
de Rous. Como todos os outros virus de RNA tumorais descobertos desde entao, ele e 
classificado como um retrovirus. Quando infecta uma celula, o seu genoma de RNA e 
transcrito no DNA por um processo de transcrigao reversa, e o DNA e inserido no geno¬ 
ma celular, onde pode persistir e ser transmitido para geragoes celulares subsequentes. 
Alguma coisa no DNA inserido pelo virus do sarcoma de Rous torna as celulas hospe- 
deiras cancerosas, mas o que? A resposta foi surpreendente. Revelou-se que se tratava 
de uma porgao de DNA desnecessario para a sobrevivencia ou reprodugao do virus; em 
vez disso, era um gene chamado v-Src, um passageiro que o virus havia apanhado em 
suas viagens. O v-Src era similar, mas nao identico, ao gene - c-Src - que foi descoberto 
no genoma normal de vertebrados. O c-Src, evidentemente, tinha sido adquirido de for¬ 
ma acidental pelo retrovirus a partir do genoma de uma celula hospedeira previamente 
infectada e que tinha sofrido mutagoes no processo para se tornar um oncogene (v-Src). 

Esse achado, vencedor do Premio Nobel, foi seguido por uma enxurrada de des¬ 
cobertas de outros oncogenes virais carregados por retrovirus que causam cancer em 
animais (nao humanos). Cada um desses oncogenes acabou por ter um proto-oncogene 
correspondente no genoma dos vertebrados normais. Como foi o caso para o Scr , esses 
outros oncogenes em geral diferem de seus correspondentes normais em estrutura ou 
em nivel de expressao. Mas como e que isso se relaciona com canceres humanos tipicos, 
a maioria dos quais nao sao infecciosos, e em quais deles os retrovirus nao desempe- 
nham nenhum pap el? 
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Diferentes buscas por oncogenes convergem para o mesmo 
gene - Ras 

Em uma tentativa de responder a essa pergunta, outros pesquisadores buscaram dire- 
tamente por oncogenes no genoma de celulas cancerosas humanas. Eles fizeram isso 
procurando por fragmentos de DNA de celulas cancerosas que poderiam gerar prolifera- 
gao descontrolada quando introduzidas em linhagens celulares nao cancerosas. Como 
celulas-teste para esse ensaio, foi utilizada uma linhagem celular derivada de fibroblas- 
tos de camundongo. Essas celulas foram selecionadas por sua capacidade de proliferar 
indefinidamente em cultura, e sabe-se que elas ja possuem alteragoes que fazem parte 
da trajetoria para a malignidade. Por essa razao, a adigao de um unico oncogene pode, as 
vezes, ser suficiente para produzir um efeito drastico. 

Quando o DNA foi extraido das celulas tumorais humanas, quebrado em fragmen¬ 
tos e introduzido em celulas em cultura, observou-se a formagao de colonias de celulas 
com proliferagao anormal na placa de cultura. Essas celulas apresentaram um fenotipo 
transformado, crescendo mais do que as celulas nao modificadas e agrupando-se em 
camadas (ver Figura 20-11). Cada colonia era um clone originado de uma unica celula 
que havia incorporado o fragmento de DNA que gerava o comportamento canceroso. 
Esse fragmento, que carregava marcadores de sua origem humana, pode ser isolado das 
celulas de camundongo transformadas em cultura. Uma vez isolado e sequenciado, ele 
foi reconhecido: era uma versao humana de um gene ja conhecido de estudos com retro¬ 
virus que causava tumores em ratos - um oncogene denominado v-Ras. 

O novo oncogene descoberto era claramente proveniente de uma mutagao de um 
gene humano normal, um gene de uma pequena familia de proto-oncogenes chamada Ras. 
A descoberta, no imcio da decada de 1980, do mesmo retrovirus em celulas tumorais huma¬ 
nas e em um virus causador de tumor em animais foi muito importante. A implicagao de que 
os canceres sao causados por mutagoes em um numero limitado dos genes criticos para o 
cancer transformou completamente nosso entendimento da biologia molecular do cancer. 

Como discutido no Capitulo 15, as proteinas Ras normais sao GTPases monome- 
ricas que ajudam a transmitir sinais dos receptores de superficie celular para o interior 
da celula (ver Animagao 15.7). Os oncogenes Ras isolados de tumores humanos contem 
mutagoes pontuais que criam uma hiperatividade nas proteinas Ras que nao podem ser 
desligadas mesmo pela hidrolise do GTP ligado em GDP. Devido a hiperatividade da pro- 
teina, o efeito e dominante - isto e, apenas uma copia das duas existentes do gene precisa 
ser alterada para o efeito ser produzido. Em quase 30% de todos os canceres humanos, 
um ou mais dos tres membros da familia Ras humana esta mutado. Os genes Ras estao 
entre os mais importantes de todos os genes criticos para o cancer. 


Figura 20-18 Tipos de acidentes que 
podem transformar um proto-oncoge 
ne em um oncogene. 


Os genes mutados no cancer podem se tornar hiperativos de 
varias maneiras 

A Figura 20-18 resume os tipos de acidentes que podem transformar um proto-onco¬ 
gene em um oncogene. (1) Uma pequena alteragao da sequencia de DNA, como uma 
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Figura 20-19 A mutagao do receptor 
do fator de crescimento epidermico 
(EGF) pode torna-lo ativo mesmo na 
ausencia do EGF e, consequentemente, 
oncogenico. Apenas uma das possibilida- 
des de mutagao de ativagao esta ilustrada 
nesta figura. 


mutagao pontual ou uma delegao, pode produzir uma protema hiperativa quando ocor- 
re dentro de uma sequencia codificadora ou levar a superprodugao da protema quando 
ocorre dentro de uma sequencia reguladora do gene. (2) Os eventos da amplificagao ge- 
nica, como os que podem ser causados por erros na replicagao do DNA, podem produzir 
copias extras do gene, e isso pode levar a superprodugao da protema. (3) Um rearranjo 
cromossomico - envolvendo a quebra e a jungao das helices do DNA - pode alterar a 
regiao codificadora da protema, resultando em uma protema de fusao hiperativa, ou al¬ 
terar a regiao controladora do gene de modo que a protema normal seja superproduzida. 

Como exemplo, o receptor para a protema sinalizadora extracelular fator de cres¬ 
cimento epidermico (do ingles, epidermal growth factor, EGF ) pode ser ativado por uma 
delegao que remove parte de seu dominio extracelular, gerando sua ativagao mesmo na 
ausencia do EGF (Figura 20-19). Isso pode produzir um sinal estimulatorio inapropria- 
do, do mesmo modo de uma campainha que toca mesmo sem que alguem esteja pres- 
sionando o botao. Mutagoes dessa especie sao encontradas frequentemente no tipo mais 
comum de tumor cerebral, chamado de glioblastoma. 

Outro exemplo, a protema Myc, que age no nucleo para estimular o crescimento e 
a divisao celular (ver Capitulo 17), costuma contribuir para o cancer por ser superpro¬ 
duzida em sua forma normal. Em alguns casos, o gene e amplificado - isto e, erros na 
replicagao do DNA levam a criagao de um grande mimero de copias do gene em uma 
unica celula. Alem disso, uma mutagao pontual pode estabilizar a protema, que, em ge- 
ral, recicla-se rapidamente. E comum que a superprodugao parega ocorrer devido a uma 
alteragao em um elemento regulador que age no gene. Por exemplo, uma translocagao 
cromossomica pode de maneira inapropriada trazer sequencias reguladoras poderosas 
proximo da sequencia codificadora da protema Myc e, assim, produzir de forma inco- 
mum uma grande quantidade de RNA mensageiro (mRNA) Myc. Assim, no linfoma de 
Burkitt, uma translocagao traz o gene Myc sob o controle de uma sequencia que em geral 
dirige a expressao de genes de anticorpos em linfocitos B. Como resultado, as celulas B 
mutantes tendem a proliferar excessivamente e formar um tumor. Diferentes transloca- 
goes especificas sao comuns em outros canceres. 

Estudos de sindromes cancerosas hereditarias raras identificaram 
genes supressores de tumores 

A identificagao do gene que foi inativado exige uma estrategia diferente da usada para 
identificar um gene que tenha se tornado hiperativo. Nao se pode, por exemplo, usar os 
testes de transformagao de celulas para identificar algo que simplesmente nao esta pre¬ 
sente. O raciocinio basico que levou a descoberta do primeiro gene supressor de tumores 
veio dos estudos de um tipo raro de cancer humano, denominado retinoblastoma, que 
surge de celulas da retina ocular que sao convertidas ao estado canceroso por um peque- 
no numero de mutagoes. Como costuma acontecer em biologia, a descoberta surgiu pelo 
exame de um caso especial, que revelou um gene de relevancia amplamente difundida. 

O retinoblastoma ocorre na infancia, e o tumor desenvolve-se a partir de celulas pre- 
cursoras neurais presentes na retina imatura. Cerca de 1 a cada 20 mil criangas sao afetadas. 
Existem duas formas da doenga, sendo apenas uma delas hereditaria. Na forma heredita- 
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INDMDUO SADIO E NORMAL 
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Figura 20-20 Os mecanismos geneticos 
que causam retinoblastoma. Na forma 
hereditaria, todas as celulas do corpo per- 
dem uma das duas copias do gene supres- 
sor de tumores Rb, e os tumores ocorrem 
onde a copia remanescente e perdida ou 
inativada por um evento somatico (mu- 
tagao ou silenciamento epigenetico). Na 
forma nao hereditaria, todas as celulas ini- 
cialmente contem duas copias funcionais 
do gene, e o tumor surge porque ambas 
as copias sao perdidas ou inativadas pela 
coincidencia de dois eventos somaticos em 
uma unica linhagem celular. 
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ria, em geral ha o aparecimento independente de multiplos tumores, afetando ambos os 
olhos. Na forma nao hereditaria, apenas um olho e afetado e por apenas um tumor. Alguns 
individuos com retinoblastoma hereditario tern um cariotipo nitidamente anormal, com 
delegao em uma banda especifica do cromossomo 13, que, se herdada, predispoe um indi- 
viduo a doenga. As delegoes no mesmo locus tambem sao encontradas em celulas tumorais 
de alguns pacientes com a forma nao hereditaria da doenga, indicando que o cancer pode 
ter sido causado pela perda de um gene critico localizado naquela regiao do cromossomo. 

Com o conhecimento da localizagao da delegao associada ao retinoblastoma, foi 
possivel clonar e sequenciar o gene cuja perda parecia ser decisiva para o desenvolvimento 
do cancer, o gene Rb. Como previsto, nos individuos que sofrem da forma hereditaria da 
doenga, ha uma delegao ou uma mutagao que leva a perda da fungao em uma das copias do 
gene Rb em cada uma das celulas somaticas. Assim, essas celulas estao predispostas a se tor- 
narem cancerosas, entretanto, caso retenham a outra copia normal do gene, essa conversao 
nao sera concretizada. As celulas da retina que se tornam cancerosas tern defeito em ambas 
as copias do gene Rb pois o evento somatico eliminou a fungao da copia previamente boa. 

Ao contrario, em pacientes com a forma nao hereditaria da doenga, as celulas nao 
cancerosas nao mostram defeito algum em qualquer das copias do Rb, ao passo que as 
celulas cancerosas novamente tern ambas as copias defeituosas. Esses retinoblastomas 
nao hereditarios sao muito raros porque, para que ambas as copias do gene Rb sejam 
destruidas, e necessario que ocorram duas mutagoes somaticas coincidentes em uma 
unica linhagem de celulas da retina (Figura 20-20). 

O gene Rb tambem esta faltando em varios tipos de cancer bastante comuns, incluin- 
do os carcinomas de pulmao, mama e bexiga. Esses canceres mais comuns, entretanto, sao 
produzidos por uma serie de mudangas geneticas muito mais complexas do que aquelas do 
retinoblastoma e aparecem em fases mais tardias da vida. Parece, no entanto, que, em todos 
eles, a perda do Rb frequentemente e um passo importante em diregao a malignidade. 

O gene Rb codifica a protema Rb, que e uma reguladora universal do ciclo celular 
presente em quase todas as celulas do organismo (ver Figura 17-61). Ele age como um 
dos principais interruptores do progresso da divisao celular, e sua perda pode permitir 
que as celulas entrem inapropriadamente em ciclos de divisao celular, como sera discu- 
tido adiante. 

Os genes supressores de tumores podem ser inativados por 
mecanismos geneticos e epigeneticos 

Para os genes supressores de tumores, e a sua inativagao que e perigosa. Tal inativa- 
gao pode ocorrer de varias maneiras, com diferentes combinagoes de infortunios que 
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servem para eliminar ou mutilar ambas as copias do gene. A primeira copia pode, por 
exemplo, ser perdida por uma pequena delegao cromossomica ou inativada por uma 
mutagao pontual. A segunda copia e normalmente eliminada por um mecanismo me- 
nos especifico e mais provavel: o cromossomo carregando a copia normal remanescen- 
te pode ser perdido da celula em fungao de erros na segregagao cromossomica; ou o 
gene normal, junto com o material genetico vizinho, pode ser substituido por uma ver- 
sao mutante mediante um evento de recombinagao mitotica ou por conversao genica 
(ver p. 286). 

A Figura 20-21 resume a gama de modos pelos quais a copia normal remanescen- 
te de um gene supressor tumoral pode ser perdida devido a uma mudanga na sequencia 
de DNA, utilizando o gene Rb como exemplo. E importante salientar que, exceto pelo 
mecanismo de mutagao pontual bem a direita da figura, essas vias produzem celulas 
que transportam somente um unico tipo de sequencia de DNA na regiao cromossomica 
contendo os seus genes Rb - uma sequencia que e identica a sequencia existente no cro¬ 
mossomo mutante original. 

As alteragoes epigeneticas fornecem outro caminho importante para inativar per- 
manentemente um gene supressor. Mais comumente, o gene pode ser empacotado na 
heterocromatina, e/ou o nucleotideo C na sequencia CG do seu promotor pode ser meti- 
lado de maneira herdavel (ver p. 404-405). Tais mecanismos podem silenciar de modo ir- 
reversivel o gene em uma celula e em sua progenie. As analises dos padroes de metilagao 
nos genomas de celulas cancerosas mostram que o silenciamento epigenetico de gene 
e um evento frequente na progressao tumoral, e acredita-se agora que os mecanismos 
epigeneticos auxiliam na inativagao de diversos genes supressores de tumores distintos 
na maioria dos canceres humanos (Figura 20-22). 


Figura 20-21 Seis vias de perda da 
copia normal remanescente de um 
gene supressor de tumores por meio 
de uma alteragao nas sequencias de 

DNA. Uma celula defeituosa em apenas 
uma das suas duas copias de um gene su¬ 
pressor de tumores - por exemplo, o gene 
Rb - normalmente se comporta como uma 
celula saudavel normal; os diagramas a 
seguir mostram como essa celula tambem 
pode perder a fungao da outra copia do 
gene e assim progredir para o cancer. Uma 
setima possibilidade, em geral encontrada 
em alguns supressores tumorais, e de 
que o gene pode ser silenciado por uma 
alteragao epigenetica, sem alteragao da 
sequencia de DNA, como ilustrado na 
Figura 20-22. (Conforme W.K. Cavenee et 
al., Nature 305:779-784, 1983. Com per- 
missao de Macmillan Publishers Ltd.) 


O sequenciamento sistematico do genoma de celulas cancerosas 
transformou nosso entendimento sobre a doenga 

Metodos como os recem-descritos langaram uma luz sobre o conjunto de genes criticos 
para o cancer que foram identificados de forma fragmentada. No entanto, o restante do 
genoma das celulas cancerosas permaneceu obscuro. Era um misterio quantas outras 
mutagoes poderiam esconder-se la, que tipos, em que variedades de cancer, em qual 
frequencia, com que variagao de paciente para paciente e com quais consequencias. 
Com o sequenciamento do genoma humano e os consideraveis avangos na tecnologia de 
sequenciamento de DNA (ver Painel 8-1, p. 478-481), tern se tornado possivel uma visao 
geral - visualizar os genomas das celulas cancerosas em sua totalidade. Isso transforma 
nosso entendimento sobre a doenga. 

O genoma de celulas cancerosas pode ser sistematicamente monitorado de 
diferentes formas. Em um extremo - o mais caro, porem nao de forma proibitiva -, e 
possivel determinar a sequencia completa do genoma de um tumor. Uma forma mais 
acessivel pode concentrar-se apenas em cerca de 21 mil genes do genoma humano que 
codificam protemas (o chamado exoma), procurando por mutagoes no DNA da celula 
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Figura 20-22 As vias que levam a per- 
da de fungao do gene supressor de tu- 
mores no cancer envolvem alteragoes 
geneticas e epigeneticas. (A) Como 
indicado, as alteragoes que silenciam o 
gene supressor de tumores podem ocorrer 
em qualquer ordem. Tanto a metilagao 
do DNA quanto o empacotamento de urn 
gene na cromatina condensada podem 
impedir sua expressao de urn modo que e 
herdado quando a celulas se dividem (ver 
Figura 4-44). (B) A frequencia de silencia- 
mento de urn gene por hipermetilagao 
observada em quatro diferentes tipos de 
cancer. Os cinco genes listados no topo 
atuam como genes supressores de tumo¬ 
res; BRCA1 e hMLHl afetam a estabilidade 
genomica e encontram-se na subclasse 
conhecida como genes de manutengao 
do genoma. ND, nao ha dados. (Adaptada 
de M. Esteller etal., Cancer Res. 61:3225- 
3229, 2001.) 
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cancerosa que alterem a sequencia de aminoacidos do produto ou evitem sua smtese 
(Figura 20-23). Existem tambem tecnicas eficientes para o levantamento do genoma 
para regioes que possuem delegoes ou duplicates sem a necessidade da informagao 
de um sequenciamento completo. O genoma pode ser monitorado para mudangas epi¬ 
geneticas. Por fim, alteragoes nos mveis de expressao genica podem ser determinadas 
sistematicamente por analise de mRNAs (ver Figura 7-3). Essas abordagens costumam 
envolver a comparagao entre celulas cancerosas e celulas normais como controle - de 
forma ideal, celulas nao cancerosas originarias no mesmo tecido e do mesmo paciente. 


Figura 20-23 Os tipos distintos de 
mudangas na sequencia de DNA en- 
contrados em oncogenes comparados 
a genes supressores de tumor. Neste 
diagrama, mutagoes que modificam um 
aminoacido sao indicadas por setas azuis, 
enquanto mutagoes que truncam a cadeia 
polipeptidica estao marcadas por setas 
amarelas. (A) Como no exemplo, muta- 
goes em oncogenes podem ser detectadas 
pelo fato de que a mesma mudanga de 
nucleotideo e encontrada repetidamente 
ao longo das mutagoes sem sentido no 
gene. (B) Ao contrario, para genes supres¬ 
sores de tumores, predominam mutagoes 
sem sentido que interrompem a sintese 
proteica pela criagao de codons de termi- 
nagao. (Adaptada de B. Vogelstein et al., 
Science 339:1546-1558, 2013.) 
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Muitos canceres possuem um genoma extraordinariamente 
interrompido 


Primeiramente, a analise do genoma do cancer revelou a escala bruta de disrupgao ge- 
nica encontrada nas celulas cancerosas. Essa taxa varia muito de um tipo de cancer para 
outro e de paciente para paciente, tanto em relagao a gravidade quanto as caracteristicas. 
Em alguns casos, o cariotipo - conjunto de cromossomos como eles aparecem na mito- 
se - e normal ou proximo disso, mas varias mutagoes pontuais sao detectadas em genes 
individuals, sugerindo uma falha do mecanismo de reparo que em geral corrige erros 
localizados na replicagao ou manutengao da sequencia de DNA. Porem, muitas vezes o 
cariotipo e gravemente desordenado, com muitas quebras cromossomicas e rearranjos. 
Em alguns canceres de mama, por exemplo, o sequenciamento do genoma revela uma 
cena de caos genetico surpreendente (Figura 20-24), com centenas de quebras cromos¬ 
somicas e translocagoes, resultando em diversas delegoes, duplicagoes e amplificagoes 
de partes do genoma. Em tais celulas, a maquinaria normal para evitar ou corrigir que¬ 
bras de fitas duplas de DNA esta evidentemente defeituosa, desestabilizando o genoma 
por dar origem a cromossomos quebrados cujos fragmentos sao rearranjados em combi- 
nagoes aleatorias. A partir do padrao de mudangas, podemos inferir que esse processo de 
interrupgao tern ocorrido repetidamente durante a evolugao do tumor, com um aumento 
progressive dos disturbios geneticos. Tumores de mama que apresentam disturbios cro- 
mossomicos extremos costumam ser dificeis de tratar e tern um prognostico muito ruim. 

Uma pesquisa com mais de 3 mil amostras individuals de cancer mostrou que uma 
media de 24 blocos separados de material genetico foram duplicados em cada tumor, 
correspondendo a 17% do genoma normal; 18 blocos foram deletados, correspondendo 
a 16% do genoma normal. Muitas dessas mudangas foram encontradas repetidamente, 
sugerindo que elas contem genes criticos para o cancer cuja perda (genes supressores de 
tumores) ou ganho (oncogenes) confere uma vantagem seletiva. 

A analise global do genoma tambem ajuda a explicar alguns casos de cancer que 
a primeira vista parecem ser excegoes as regras gerais. Um exemplo e o retinoblastoma, 
com seu inicio precoce durante a infancia. Se os canceres em geral precisam acumular 
varias mudangas geneticas e sao, assim, uma doenga da velhice, o que torna o retinoblas¬ 
toma diferente? O sequenciamento global do genoma confirma que, no retinoblastoma, 
as celulas tumorais contem mutagoes com perda de fungao no gene Rb; mas, espantosa- 
mente, elas quase nao contem mutagoes ou rearranjos no genoma que afetam qualquer 
outro oncogene ou gene supressor tumoral. De fato, elas possuem diversas modificagoes 
epigeneticas que alteram o nivel de expressao de muitos genes criticos para o cancer - 
chegando a 15 em um caso bem analisado. 

Muitas mutagoes em celulas tumorais sao meras passageiras 

As celulas cancerosas em geral possuem diversas mutagoes alem das anormalidades 
cromossomicas: mutagoes pontuais podem estar espalhadas ao longo do genoma como 
um todo a uma taxa de cerca de 1 milhao de pares de nucleotideos, alem das anorma- 


Numero de copias (azul) Rearranjo 



Figura 20-24 Os rearranjos cromos- 
somicos em celulas de cancer de 
mama. Os resultados de uma extensa ana¬ 
lise de sequenciamento de DNA realizada 
em dois diferentes tumores primarios es- 
tao ilustrados como "graficos de Circos". 
Em cada grafico, as sequences de DNA re¬ 
ferenda dos 22 autossomos e de um unico 
cromossomo sexual (X) de uma mulher 
normal (3,2 bilhoes de pares de nucleo¬ 
tideos) estao alinhadas de ponta a ponta 
para formar um cfrculo. As linhas coloridas 
dentro do cfrculo sao utilizadas para as 
alteragoes encontradas nos cromossomos 
nesse tumor primario em particular. Como 
indicado, as linhas roxas conectam locais 
nos quais dois cromossomos diferentes se 
uni ram para criar um rearranjo intercro- 
mossomico, enquanto as linhas verdes co¬ 
nectam os locais de rearranjo encontrados 
em um unico cromossomo. Os rearranjos 
intracromossomicos podem ser vistos 
como predominantes, e a maioria une por- 
goes vizinhas de DNA que foram, original- 
mente, localizadas com 2 milhoes de pares 
de nucleotideos de cada um. 0 aumento 
no numero de copias mostrado em azul 
revela as sequences de DNA amplificadas 
(ver as regioes altamente amplificadas in- 
dicadas). (Adaptada de P.J. Stephens et al., 
Nature 462:1005-1010, 2009.) 
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Figura 20-25 A paisagem de muta^ao 
no cancer colorretal. Nesta representa- 
gao bidimensional do genoma humano, a 
superffcie verde ilustra os 22 autossomos 
humanos mais o cromossomo sexual X 
sendo dispostos lado a lado em ordem 
numerica da esquerda para a direita, com 
a sequencia de DNA de cada cromossomo 
de tras para frente. As montanhas repre- 
sentam os locais dos genes mutados com 
alta frequencia em tumores diferentes e 
independentes. Como indicado, estas sao 
mutagoes condutoras suspeitas na polipo- 
se adenomatosa do colon (APC), K-Ras, 
p53, fosfoinosittideo-3-cinase (PIK3CA) 
e proteinas ubiquitina-ligase (FBXW7). 
(Adaptada de L.D. Wood et al., Science 
318:1108-1113, 2007.) 


lidades atribuidas a quebra e rearranjo cromossomicos. Estudos sistematicos de genes 
codificadoras de proteinas em tumores solidos comuns - como mama, colon, cerebro ou 
pancreas - revelaram que uma media de 33 a 66 genes adquiriram mutagoes somaticas 
que afetam a sequencia de suas proteinas finais. Mutagoes em regioes nao codificadoras 
do genoma sao muito mais numerosas, como e de se esperar pelo fato de a maior fragao 
do genoma ser representada por DNA nao codificador. Porem, essas mutagoes sao con- 
sideradas muito mais dificeis de serem interpretadas. 

A alta frequencia de mutagoes confirma a instabilidade genetica de muitas celu¬ 
las cancerosas, mas nos deixa com um dificil problema. Como podemos descobrir quais 
dessas mutagoes sao condutoras para o cancer - isto e, fatores decisivos no desenvol- 
vimento da doenga - e quais sao meras passageiras - mutagoes que aconteceram nas 
mesmas celulas das mutagoes condutoras, devido a instabilidade genetica, mas que sao 
irrelevantes para o desenvolvimento da doenga? Um criterio simples baseia-se na fre¬ 
quencia de ocorrencias. Mutagoes condutoras afetando genes que participam da doenga 
serao vistas repetidamente, em diversos pacientes diferentes. Ao contrario, mutagoes 
passageiras, ocorrendo em locais mais ou menos aleatorios no genoma e nao conferindo 
nenhuma vantagem seletiva para a celula cancerosa, pouco provavelmente serao encon- 
tradas nos mesmos genes em pacientes diferentes. 

A Figura 20-25 mostra os resultados de uma analise desse tipo para amostras de 
cancer colorretal. Os locais diferentes no genoma estao colocados em uma matriz bidi¬ 
mensional, com o numero de serie dos cromossomos ao longo de um eixo e a posigao 
dentro de cada cromossomo ao longo do outro. A frequencia com a qual as mutagoes 
foram encontradas e mostrada pela altura acima do piano, criando uma "paisagem” de 
mutagoes com montanhas (locais onde as mutagoes foram encontradas em grandes 
proporgoes nas amostras), colinas (locais onde as mutagoes foram encontradas com 
menor frequencia porem maior do que seria esperado para uma distribuigao aleatoria 
no genoma) e lombas (locais de mutagoes ocasionais, ocorrendo a uma frequencia nao 
maior do que a esperada para mutagoes distribuidas de forma aleatoria em cada tumor 
individual). As montanhas e as colinas sao fortes candidatos a ser locais de mutagoes 
condutoras - em outras palavras, locais de genes criticos para o cancer; os morros sao 
como as mutagoes passageiras. De fato, muitas das montanhas e das colinas acabam por 
ser locais de oncogenes conhecidos ou genes supressores de tumores, enquanto as lom¬ 
bas, em sua maioria, correspondem a genes que nao possuem nenhum papel conhecido 
ou provavel na geragao de um cancer. E evidente que algumas lombas podem correspon- 
der a genes que estao mutados em apenas alguns raros pacientes, mas que sao, contudo, 
criticos para o cancer para eles. 

Em torno de 1 % dos genes no genoma humano sao criticos para 
o cancer 

A partir de estudos como os recem-descritos, estima-se que o numero de mutagoes con¬ 
dutoras para um caso de cancer individual (a soma de mudangas epigeneticas e gene- 
ticas significantes tanto nas sequencias codificadoras quanto nas regioes reguladoras) 
e da ordem de 10, explicando por que a progressao do cancer envolve, geralmente, um 
aumento na instabilidade genetica e/ou epigenetica que eleva a taxa de tais mudangas. 
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Por meio da jungao dos dados para diferentes tipos de cancer, cada um com sua 
propria gama de mutagoes condutoras identificadas, podemos desenvolver um amplo 
catalogo de genes que sao fortes candidatos a serem criticos para o cancer. Estimativas 
atuais indicam um numero total desses genes em torno de 300, o que corresponde a cer- 
ca de 1% dos genes no genoma humano. Esses genes criticos para o cancer sao incrivel- 
mente diversos. Seus produtos incluem protemas de sinalizagao secretadas, receptores 
transmembrana, protemas de ligagao ao GTP, protemas-cinase, reguladores transcri- 
cionais, modificadores de cromatina, enzimas de reparo ao DNA, moleculas de adesao 
celula-celula, controladores do ciclo celular, reguladores da apoptose, protemas de an- 
coragem, enzimas metabolicas, componentes da maquinaria de splicing de RNA e outras 
mais. Todos esses genes sao suscetiveis a mutagoes que possam contribuir, de um modo 
ou de outro, em um tecido ou em outro, para a evolugao das celulas com propriedades 
cancerosas que estao listadas na pagina 1103. 

Claramente, as mudangas moleculares que causam o cancer sao complexas. Po- 
rem, como explicaremos agora, a complexidade nao e tao assustadora como a principio 
pode parecer. 

Interrupgoes em algumas vias importantes sao comuns em varios 
can ceres 

Alguns genes, como oRbeo Ras, estao mutados em diversos casos de cancer de diferen¬ 
tes tipos. O envolvimento de genes como o Rb e o Ras no cancer nao e surpresa, agora 
que entendemos suas fungoes normais: eles controlam processos fundamentais de divi¬ 
sao e crescimento celular. Mas ate mesmo esses genes comuns ao cancer aparecem em 
menos da metade dos casos individuais. O que esta acontecendo com o controle desses 
processos em muitos tipos de canceres onde, por exemplo, Rb esta intacto e Ras nao esta 
mutado? Que papel as mutagoes nas centenas de outros genes criticos para o cancer 
tern no desenvolvimento da doenga? Com o aumento do conhecimento sobre as fun- 
goes normais dos genes no genoma humano, tern se tornado facil perceber padroes nas 
mutagoes condutoras catalogadas e gerar algumas respostas simples a essas perguntas. 

O glioblastoma - o tipo de tumor cerebral mais comum - e um bom exemplo. Ana- 
lises dos genomas de celulas tumorais de 91 pacientes identificaram um total de pelo 
menos 79 genes que estavam mutados em mais de um individuo. As fungoes normais 
da maioria desses genes eram conhecidas ou poderiam ser sugeridas, permitindo que 
fossem atribuidos a vias bioquimicas ou reguladoras especificas. Tres grupos funcionais 
se destacaram, representando um total de 21 dos genes recorrentemente mutados. Um 
desses grupos consiste em genes da via Rb (que compreende o proprio Rb e genes que o 
regulam diretamente); essa via controla o inicio do ciclo de divisao celular. Outro grupo 
consiste em genes na mesma sub-rede reguladora que Ras - um sistema de genes mais 
vagamente definido que se refere a via RTK/Ras/PI3K, depois de tres de seus componen¬ 
tes principais; essa via serve para transmitir sinais para o crescimento celular e a divisao 
celular do exterior da celula para o interior. O terceiro grupo consiste em genes que fa- 
zem parte de uma via de respostas reguladoras ao estresse e ao dano ao DNA - a via p53. 
Mostraremos mais detalhes a respeito dessas vias a seguir. 

De todos os tumores, 74% possuem mutagoes identificaveis nessas tres vias. Se fos¬ 
se para rastrear essas tres vias mais a frente e incluir todos os componentes, conhecidos 
e desconhecidos, de que dependem, certamente esse percentual seria ainda maior. Em 
outras palavras, em quase todos os casos de glioblastoma existem mutagoes que inter- 
rompem cada um desses tres controles fundamentais: o controle do crescimento celular, 
o controle da divisao celular e o controle da resposta ao estresse e ao dano ao DNA. 

Incrivelmente, em qualquer clone de celula tumoral, ha uma forte tendencia para 
que nao mais do que 1 gene seja mutado em cada via. Fica evidente que o importante 
para a evolugao do tumor e a interrupgao no mecanismo de controle, e nao a genetica 
pela qual isso ocorre. Portanto, por exemplo, em um paciente cujas celulas tumorais nao 
possuem mutagao no Rb em si, ha geralmente uma mutagao em algum outro compo- 
nente da via Rb, produzindo um efeito biologico similar. 

Padroes semelhantes sao vistos em outros tipos de canceres. Uma analise de varias 
amostras da principal variedade de cancer de ovario, por exemplo, identificou 67% dos 
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pacientes como tendo mutagoes na via Rb, 45% na via Ras/PI3K (definida mais precisa- 
mente do que no estudo de glioblastoma) e mais de 96% na via p53. Permitindo compo- 
nentes adicionais da via nao incluidos na analise, parece que a maioria dos casos desse 
tipo de cancer possui mutagoes interrompendo os mesmos tres controles, levando a uma 
regulagao errada do crescimento celular, da proliferagao celular e uma negligencia anor- 
mal ao estresse e ao dano ao DNA. Parece que esses tres controles fundamentais sao 
subvertidos de uma forma ou de outra em praticamente qualquer tipo de cancer. 

Dedicamos um capitulo inteiro ao ciclo celular e aos controles de crescimento (Ca¬ 
pitulo 17). Alguns detalhes importantes das outras duas vias de controle sao revisados a 
seguir. 

Mutagoes na via PI3K/Akt/mT0R estimulam o crescimento das 
celulas cancerosas 

A proliferagao celular nao e simplesmente uma questao de progredir ao longo do ciclo 
celular; ela tambem requer crescimento celular, o qual envolve processos anabolicos 
complexos por meio dos quais a celula sintetiza todas as macromoleculas necessarias 
a partir de pequenas moleculas precursoras. Caso uma celula se divida inapropriada- 
mente sem crescer primeiro, ela chegara menor a cada divisao celular e ira morrer ou 
se tornar pequena demais para se dividir. As celulas parecem necessitar de dois sinais 
separados para crescer e se dividir (Figura 20-26). Como resultado, o cancer depende 
nao apenas de uma perda dos controles de progressao do ciclo celular, mas tambem de 
uma falha no controle de crescimento celular. 

Avia de sinalizagao intracelular fosfoinositideo 3-cinase (PI 3-cinase)/Alct/mTOR e 
critica para o controle do crescimento celular. Como descrito no Capitulo 15, varios sinais 
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Figura 20-26 As celulas parecem necessitar de dois tipos de sinais para proliferar. (A) Com o intuito de se 
multiplicarem com sucesso, suspeita-se que a maioria das celulas normais precise tanto dos sinais extracelulares 
que estimulam a progressao do ciclo celular (mostrado aqui como o mitogeno azul) quanto dos sinais extracelu¬ 
lares que estimulam a celula a crescer (mostrado aqui como o fator de crescimento vermelho). A forma como os 
mitogenos ativam a sinalizagao pela via Rb para conduzir a entrada no ciclo celular esta descrita na Figura 17-61. 
(B) Diagrama do sistema de sinalizagao contendo Akt, que dirige o crescimento celular pelo estfmulo aumentado 
de incorporagao e utilizagao de glicose, incluindo a conversao do excesso de acido citrico produzido por interme¬ 
diaries do agucar na mitocondria em acetil-CoA, necessaria no citosol para a sintese de lipideos e a produgao de 
novas membranas. Como indicado, a sintese de proteina tambem aumenta. Este sistema torna-se ativado preco- 
cemente na progressao tumoral. 0 ciclo de TCA indica o ciclo do acido tricarboxilico (ciclo do acido citrico). 




























CAPITULO 20 Cancer 1115 


extracelulares proteicos, incluindo insulina e fatores de crescimento semelhantes a insuli- 
na, normalmente ativam essa via de sinalizagao. Em celulas cancerosas, no entanto, a via e 
ativada por mutagoes, fazendo a celula crescer na ausencia de tais sinais. A ativagao anor- 
mal resultante da protema-cinase Akt e mTOR nao apenas estimula a smtese proteica (ver 
Figura 17-64), mas tambem eleva tanto a captagao de glicose quanto a produgao de acetil- 
-CoA no citosol necessarias para a smtese de lipideos, como ilustrado na Figura 20-26B. 

A ativagao anormal da via PI 3-cinase/Akt/mTOR, que em geral ocorre precoce- 
mente no processo de progressao tumoral, ajuda a explicar a excessiva taxa de glicolise 
observada em celulas tumorais, conhecida como efeito Warburg, conforme discutido 
antes (ver Figura 20-12). Como esperado a partir de nossas discussoes anteriores, os can- 
ceres conseguem ativar essa via de diferentes formas. Por exemplo, um receptor de fator 
de crescimento pode se tornar ativado de forma anormal, como na Figura 20-19. Muito 
comum no cancer tambem e a perda da fosfatase PTEN, uma enzima que normalmen¬ 
te suprime a via PI 3-cinase/Akt/mTOR mediante desfosforilagao das moleculas de PI 
(3,4,5) P 3 formadas pela PI 3-cinase (ver p. 859-861). Portanto, PTEN e um gene supres- 
sor de tumores comum. 

Claro que a mutagao nao e a unica forma de superativar a via: elevados niveis de 
insulina na circulagao podem ter um efeito semelhante. Isso pode explicar por que o 
risco de desenvolver cancer e significativamente elevado, por um fator de dois ou mais, 
em pessoas obesas ou com diabetes do tipo 2. Seus niveis de insulina sao elevados de 
forma anormal, estimulando o crescimento das celulas cancerosas sem a necessidade de 
mutagoes na via PI 3-cinase/Akt/mTOR. 

Mutagoes na via p53 permitem que as celulas cancerosas 
sobrevivam e proliferem apesar do estresse e do dano ao DNA 

Que as celulas cancerosas devem quebrar as regras normais que regulam o crescimento 
e a divisao celular e obvio: isso e parte da definigao de cancer. Nao e tao obvio assim por 
que as celulas cancerosas tambem devem ser anormais em suas respostas ao estresse e 
ao dano ao DNA, e contudo essa tambem e uma caracteristica quase universal. O gene 
que se encontra no centro dessa resposta, o gene p53, esta mutado em torno de 50% de 
todos os tipos de cancer - uma proporgao mais alta em relagao a qualquer outro gene 
critico para o cancer conhecido. Quando incluimos com a p53 os outros genes que estao 
envolvidos na sua fungao, constatamos que a maioria dos casos de cancer ancoram mu¬ 
tagoes na via p53. Por que isso aconteceria? Para responder, devemos primeiro conside- 
rar a fungao normal dessa via. 

Em contraste com a Rb, a maioria das celulas corporais em condigoes normais 
possui pouca protema p53: apesar de sua smtese, ela e rapidamente degradada. Alem 
do mais, a p53 nao e essencial ao desenvolvimento normal. Camundongos com ambas 
as copias do gene removidas ou inativadas parecem normais em todos os aspectos, ex- 
ceto um - eles universalmente desenvolvem cancer antes dos 10 meses de idade. Tais 
observagoes sugerem que a p53 possui fungoes necessarias somente em circunstancias 
especiais. De fato, as celulas atingem suas concentragoes de protema p53 em resposta a 
uma gama de condigoes que possuem apenas uma coisa em comum: elas sao, do ponto 
de vista celular, patologicas, colocando a celula em perigo de morte ou dano grave. Es- 
sas condigoes incluem dano ao DNA, colocando a celula em risco de um genoma com 
falhas; perda ou encurtamento dos telomeros (ver p. 1016), tambem perigoso para a inte- 
gridade do genoma; hipoxia, privando a celula do oxigenio de que necessita para manter 
seu metabolismo; estresse osmotico, causando a celula inchago ou encolhimento; e es¬ 
tresse oxidativo, gerando niveis perigosos de radicais livres altamente reativos. 

Outra forma de estresse que pode ativar a via p53 ocorre, ao que parece, quando os 
sinais reguladores sao tao intensos ou descoordenados que conduzem a celula alem de 
seus limites normais e para uma zona de perigo, onde seus mecanismos de controle e co- 
ordenagao quebram, como um motor mal impulsionado ou muito rapido. A concentra- 
gao de p53 aumenta, por exemplo, quando Myc esta superexpresso a niveis oncogenicos. 

Todas essas circunstancias exigem agoes desesperadas, as quais podem tomar 
uma de duas formas: a celula pode bloquear qualquer progresso adicional ao longo do 
ciclo de divisao para obter tempo para se reparar ou se recuperar da condigao patolo- 
gica; ou ela pode aceitar que deve morrer, fazendo isso como um modo de minimizar 
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Figura 20-27 Mecanismos de a^ao do 
supressor de tumor p53. A proteina 
p53 e um sensor do estresse celular. Em 
resposta a sinais hiperproliferativos, dano 
ao DNA, hipoxia, encurtamento dos telo- 
meros e varios outros tipos de estresse, os 
niveis de p53 na celula aumentam. Como 
indicado, isso pode levar a parada do ciclo 
celular de um modo que permite que a ce¬ 
lula se ajuste e sobreviva, desencadeando 
suicfdio por apoptose ou gerando "senes- 
cencia" celular - uma parada irreversivel 
no ciclo celular que evita que as celulas 
danificadas se dividam. 


SINAIS DE DANO ENCURTAMENTO 

HIPERPROLIFERAgAO AO DNA DOSTELOMEROS U 




o dano ao organismo. Uma boa morte, desse ponto de vista, e a morte por apoptose. Na 
apoptose, a celula e fagocitada por suas vizinhas e seu conteudo e reciclado de maneira 
eficiente. Uma morte ruim e uma morte por necrose. Na necrose, a celula se rompe ou 
desintegra e seu conteudo e extravasado no meio extracelular, induzindo inflamagao. 

Assim, a via p53 se comporta como um tipo de radar, detectando a presenga de 
uma vasta gama de condigoes perigosas, e quando alguma e detectada, ela desencadeia 
medidas apropriadas - parada temporaria ou permanente do ciclo celular (senescencia) 
ou suicidio por apoptose (Figura 20-27). Essas respostas servem para impedir a prolife- 
ragao de celulas danificadas. De fato, as celulas cancerosas sao geralmente danificadas, 
e sua sobrevivencia e proliferagao dependem da inativagao da via p53. Caso a via p53 
esteja ativa, elas terao sua evolugao interrompida ou morrerao (Animagao 20.4). 

A proteina p53 realiza seu trabalho na maior parte das vezes agindo como um 
regulador de transcrigao (ver Animagao 17.8). Na verdade, as mutagoes mais comuns 
observadas na p53 em tumores humanos ocorrem no seu dominio ligador de DNA que 
destroi sua habilidade de ligar-se as sequencias do DNA-alvo. Pelo fato de a p53 se ligar 
ao DNA como um tetramero, uma unica subunidade mutada no complexo tetramerico 
pode ser suficiente para bloquear a sua fungao. Assim, mutagoes em p53 tern um efeito 
dominante negativo, causando a perda da fungao da p53 mesmo quando a celula contem 
uma versao selvagem do gene. Por essa razao, ao contrario dos outros genes supressores 
de tumores como o Rb, o desenvolvimento do cancer nao requer sempre que ambas as 
copias do gene p53 estejam nocauteadas. 

Como discutido no Capitulo 17, a proteina p53 exerce seu efeito inibitorio no ciclo 
celular, pelo menos em parte, mediante indugao da transcrigao de p21, que codifica uma 
proteina que se liga a cinase dependente de ciclina (Cdk) e a inibe. Por meio do bloqueio 
da atividade da cinase desse complexo de Cdk, a proteina p21 impede a progressao da 
celula para a fase Sea replicagao do seu DNA. 

O mecanismo pelo qual a p53 induz a apoptose inclui a estimulagao da expressao 
de diversos genes pro-apoptoticos, descritos no Capitulo 18. 

A instabilidade genomica possui diferentes formas em diferentes 
canceres 

Caso a via p53 esteja funcional, uma celula com um dano ao DNA nao reparado ira parar 
de se dividir ou ira morrer; ela nao pode proliferar. Dessa forma, mutagoes na via p53 
estao geralmente presentes em celulas cancerosas que possuem instabilidade genomica 
- ou seja, a maioria. Porem, como essa instabilidade genomica se origina? Tambem aqui 
os estudos do genoma do cancer sao esclarecedores. 

Em canceres de ovario, por exemplo, quebras, translocagoes e delegoes cromosso- 
micas sao muito comuns, e tais aberragoes correlacionam-se com a elevada frequencia 
de mutagoes e silenciamento epigenetico em genes necessarios para o reparo de que¬ 
bras na fita dupla de DNA mediante recombinagao homologa, em especial Brcal e Brca2 
(ver p. 281-282). Em um subgrupo de cancer colorretal com defeitos no reparo de parea- 
mento incorreto do DNA, por outro lado, encontramos mutagoes pontuais distribuidas 
ao longo do genoma (ver p. 250-251). Em ambos os tipos de cancer, o genoma esta comu- 
mente desestabilizado, porem tipos diferentes de mutagoes podem provocar isso. 
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Canceres de tecidos especializados utilizam diferentes rotas para 
atingir as vias centrais comuns do cancer 

Mutagoes em componentes centrais da maquinaria que regula o crescimento, a divisao e a 
sobrevivencia celulares, como Rb, Ras, PTEN ou p53, nao sao o unico modo de corromper 
o controle desses processos. Tecidos especializados dependem de uma variedade de vias, 
como discutido no Capitulo 15, para transmitir sinais ambientais para o controle central da 
maquinaria, e cada via coloca as celulas dispomveis a subversao de diferentes modos. As- 
sim, em canceres diferentes, podemos encontrar exemplos de mutagoes condutoras em pra- 
ticamente todas as principals vias de sinalizagao por meio das quais as celulas se comuni- 
cam durante o desenvolvimento e a manutengao tecidual (discutido nos Capitulos 21 e 22). 

No glioblastoma, por exemplo, a maioria dos pacientes possui mutagoes em um 
ou outro conjunto de receptores tirosina-cinase de superficie celular, sobretudo o recep¬ 
tor EGF mencionado antes (conectado com a via Ras/PI3K), sugerindo que as celulas 
das quais o cancer se originou sao normalmente controladas por essa rota. As celulas da 
glandula da prostata, por outro lado, respondem ao hormonio androgeno testosterona, 
e, no cancer de prostata, os componentes da via de sinalizagao pelo receptor de andro- 
genio (uma variante da sinalizagao pelo receptor de hormonio nuclear; ver Capitulo 15) 
estao normalmente mutados. Na mucosa intestinal normal, a sinalizagao Wnt e funda¬ 
mental, e mutagoes na via Wnt estao presentes na maioria dos canceres colorretais. Em 
geral, canceres pancreaticos possuem mutagoes na via de sinalizagao do fator de cresci¬ 
mento transformador (3 (TGF(3). Mutagoes de ativagao na via Notch estao presentes em 
mais de 50% das celulas T em leucemias linfociticas agudas, e assim por diante. 

As celulas costumam ser reguladas por diferentes tipos de sinais externos que de- 
vem agir em conjunto, representando o mecanismo "a prova de falhas” que protege o 
organismo como um todo do cancer. Esses sinais sao diferentes em diferentes tecidos. 
Como esperado, os canceres correspondentes frequentemente possuem mutagoes em 
varias vias de sinalizagao concomitantemente. Isso e verdade para os exemplos que aca- 
bamos de citar, os quais em geral apresentam mutagoes em outras vias de sinalizagao 
alem daquelas que ja apontamos. 

Estudos utilizando camundongos ajudam a definir as fungoes dos 
genes criticos para o cancer 

O teste final do papel de um gene no cancer precisa vir de uma investigagao no orga¬ 
nismo intacto, maduro. O organismo mais favoravel para estudos experimentais e o 
camundongo. Para explorar a fungao de um candidato a oncogene ou gene supressor 
de tumores, pode-se fazer um camundongo transgenico que o superexpressa ou um ca¬ 
mundongo nocaute que nao o possui. Utilizando as tecnicas descritas no Capitulo 8, e 
possivel manipular os camundongos nos quais a expressao erronea ou delegao do gene 
e restrita a um tipo especifico de celulas, ou nos quais a expressao do gene possa ser 
ativada em um momento de tempo escolhido, ou ambos, para verificar se e como o tu¬ 
mor se desenvolve. Alem disso, para acompanhar o crescimento de tumores dia a dia em 
um camundongo vivo, as celulas de interesse podem ser geneticamente marcadas e se 
tornarem visiveis pela expressao de um marcador fluorescente ou luminescente (Figura 
20-28). Nesse sentido, pode-se comegar a esclarecer a parte que cada gene critico para o 
cancer possui no imcio e na progressao do cancer. 
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Figura 20-28 O monitoramento do 
crescimento tumoral e de metastases 
em camundongos com um marcador 
luminescente. Um camundongo foi 
geneticamente modificado de forma que 
ambas as copias do seu gene supressor 
de tumores PTEN estivessem inativas na 
glandula da prostata, simultaneamente 
com a ativagao especifica na prostata de 
um gene modificado para produzir a en- 
zima luciferase (derivada de vaga-lumes). 
Apos a injegao de luciferina (o substrato 
para a luciferase) na corrente sanguinea 
do camundongo, as celulas na prostata 
emitiram luz e foi possivel detecta-las por 
sua bioluminescencia em um camundongo 
vivo, como visto no animal de 67 dias de 
idade a esquerda. Celulas sem a enzima 
fosfatase PTEN contem elevadas quantida- 
des de PI(3,4,5)PI 3 , ativador da Akt, e isso 
gera a proliferagao anormal das celulas da 
prostata, progredindo ao longo do tempo 
para formar um cancer. Nesse sentido, o 
processo de metastase pode ser seguido 
no mesmo animal ao longo do curso de 
um ano. A intensidade da luz nesse ex- 
perimento e proporcional ao numero de 
descendentes das celulas da prostata, au- 
mentando de azul-claro para verde, para 
amarelo e para vermelho nesta representa- 
gao. (Adaptada de C.-P. Liao et al.. Cancer 
Res. 67:7525-7533, 2007.) 
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Figura 20-29 Colaboragao de oncogenes em camundongos transgenicos. Os graficos mostram a inciden- 
cia de tumores em tres linhagens de camundongos transgenicos, urn portando o oncogene Myc, outro portando 
o oncogene Ras e urn terceiro portando ambos os oncogenes. Para este experimento, duas linhagens de ca¬ 
mundongos transgenicos foram geradas. Uma carrega uma copia de urn oncogene criado pela fusao do proto- 
-oncogene Myc a sequencia reguladora de DNA do virus do tumor de mama em camundongos (que direciona 
para a superexpressao de Myc na glandula mamaria). A outra linhagem possui uma copia do gene Ras inserido 
e sob o controle do mesmo elemento regulador. Ambas as linhagens desenvolvem tumores com mais frequencia 
do que a linhagem normal, e a maioria dos tumores surge nas glandulas mamarias ou salivares. Camundongos 
possuindo ambos os oncogenes sao obtidos cruzando-se as duas linhagens. Tais hibridos desenvolvem tumores 
a taxas mais elevadas do que a soma das taxas para os oncogenes separadamente. Todavia, os tumores surgem 
somente apos urn retardo e mesmo assim em uma pequena proporgao de celulas dos tecidos onde os dois ge¬ 
nes sao expressos. Alteragoes posteriores alem da presenga dos dois oncogenes sao aparentemente necessarias 
para o desenvolvimento do cancer. (Conforme E. Sinn et al., Cell 49:465-475, 1987. Com permissao de Elsevier.) 


Estudos com camundongos transgenicos confirmam, por exemplo, que um uni- 
co oncogene em geral nao e suficiente para transformar uma celula normal em uma 
celula cancerosa. Assim, em camundongos modificados geneticamente para expres- 
sar o transgene oncogenetico Myc ou Ras, alguns tecidos que expressam o oncogene 
mostram aumento da proliferagao celular e, ao longo do tempo, as celulas vao sofrer 
mudangas adicionais para dar origem ao cancer. A maioria das celulas expressando o 
oncogene, no entanto, nao da origem ao cancer. Todavia, do ponto de vista do animal 
como um todo, o oncogene herdado e uma seria ameaga, pois cria um risco enorme de 
surgimento de um cancer em algum lugar do corpo. Camundongos que expressam os 
oncogenes Myc e Ras simultaneamente (obtidos pelo cruzamento de um camundongo 
transgenico que porta o oncogene Myc com outro que porta o oncogene Ras) desen¬ 
volvem cancer mais cedo e em taxas mais altas do que as linhagens parentais (Figura 
20-29); porem, novamente, os canceres se originam como tumores espalhados entre 
celulas nao cancerosas. Assim, mesmo as celulas expressando esses dois oncogenes 
devem gerar aleatoriamente outras alteragoes para se tornarem cancerosas. Isso suge- 
re fortemente que multiplas mutagoes sao necessarias para a tumorigenese, conforme 
sustentado pelo grande numero de evidencias discutidas antes. Experimentos utilizan- 
do camundongos com delegoes de genes supressores de tumores levaram a conclusoes 
similares. 


Os canceres se tornam cada vez mais heterogeneos a medida que 
progridem 

A partir de uma simples histologia, observando cortes de tecidos corados, fica eviden- 
te que alguns tumores content setores distintos, todos claramente cancerosos, porem 
diferentes em sua aparencia, pois eles diferem geneticamente: a populagao de celulas 
cancerosas e heterogenea. Evidentemente, dentro do clone inicial de celulas cancerosas, 
mutagoes adicionais surgiram e prosperaram, criando diversos subclones. Hoje, a capa- 
cidade de analisar o genoma do cancer nos permite enxergar o processo com muito mais 
profundidade. 

Uma estrategia envolve coletar amostras de diferentes regioes de um tumor prima- 
rio e de metastases que tenham se disseminado. Com metodos modernos, e possivel ate 
mesmo coletar celulas unicas representativas e analisar seus genomas. Tais estudos reve- 
laram um retrato classico de evolugao darwiniana, ocorrendo em uma escala de tempo 
de meses ou anos em vez de milhoes de anos, porem governada pelas mesmas regras da 
selegao natural (Figura 20-30). 

Uma investigagao comparou genomas de cem celulas individuals de regioes dife¬ 
rentes de um tumor primario de mama. Uma grande fragao - um pouco mais da metade - 
das celulas escolhidas era geneticamente normal ou proximo disso: estas eram celulas do 
tecido conectivo e outros tipos celulares, como aquelas do sistema imune, que estavam 
misturadas com as celulas cancerosas. As proprias celulas cancerosas foram distinguidas 
por seus genomas severamente desordenados. O padrao detalhado de genes deletados 
e amplificagbes em cada celula revelou o quao proximos estavam um do outro, e desse 
dado pode-se desenhar uma arvore genealogica (Figura 20-30B). Nesse caso, tres prin- 
cipais ramificagoes da arvore foram identificadas; isto e, o cancer consiste em tres prin¬ 
cipals subclones. A partir das anormalidades compartilhadas, pode-se deduzir que seu 
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ultimo ancestral comum - o fundador presumido do cancer - ja era muito diferente de 
uma celula normal, porem a primeira separagao da ramificagao ocorreu precocemente, 
quando o tumor era pequeno. Isso foi seguido por uma gama de mudangas adicionais 
dentro de cada ramificagao. Uma pista do futuro pode ser vista no menor dos tres subclo¬ 
nes: suas celulas foram distinguidas por uma amplificagao massiva do oncogene Ras. Se 
houvesse mais tempo, talvez tivessem superado as outras celulas cancerosas e tornado 
todo o tumor. 

Resultados similares foram obtidos com outros canceres. Claramente, celulas can¬ 
cerosas estao mutando, multiplicando, competindo, evoluindo e diversificando-se cons- 
tantemente a medida que exploram novos nichos ecologicos e reagem a tratamentos que 
sao utilizados contra elas (Figura 20-30C). A diversificagao se acelera a medida que fazem 
metastase e colonizam novos territorios, onde encontram novas pressoes de selegao. Con- 
forme o processo evolutivo continua, mais dificil fica captura-las todas na mesma rede e 
mata-las. 

As alteragoes nas celulas tumorais que levam a metastase ainda 
sao um grande misterio 

Talvez a lacuna mais significativa em nosso entendimento sobre o cancer seja a que diz 
respeito a invasao e a metastase. De inicio, nao esta exatamente claro quais proprieda- 
des uma celula cancerosa deve adquirir para tornar-se metastatica. Em alguns casos, e 
possivel que a invasao e a metastase nao precisem de mais mudangas geneticas alem 
daquelas necessarias para violar os controles normais de crescimento celular, divisao 
celular e morte celular. Por outro lado, pode ser que, para alguns canceres, a metastase 
exija um grande numero de mutagoes adicionais e mudangas epigeneticas. As pistas es¬ 
tao vindo da comparagao dos genomas das celulas dos tumores primarios com as celulas 
das metastases que se disseminaram. Os resultados parecem complexos e variaveis de 
um cancer para outro. Mesmo assim, surgiram alguns principios gerais. 

Como ja discutido, e interessante distinguir as tres fases de progressao tumoral ne¬ 
cessarias para que um carcinoma forme metastase (ver Figura 20-16). Primeiro, as celu¬ 
las devem escapar do confinamento normal do epitelio parental e comegar a invadir os 
tecidos imediatamente abaixo. Segundo, elas devem viajar pela corrente sangumea ou 


Figura 20-30 Como os canceres progri- 
dem como uma serie de subclones. 

(A) llustragao esquematica do padrao de 
mutagoes e selegao natural em um clone 
de celulas tumorais. (B) Uma arvore gene- 
alogica de amostras de celulas cancerosas 
de regioes diferentes de um unico tumor 
de mama esta mostrando como as celulas 
evoluiram e se diversificaram a partir de 
um ancestral comum, uma celula cance¬ 
rosa fundadora. 0 genoma de cada uma 
das cem celulas indicadas de um tumor de 
mama humano foi sequenciado para gerar 
uma arvore evolutiva. Cerca de metade 
dessas celulas eram de celulas normais do 
estroma (celulas azuis). As celulas verme- 
Ihas possuem o seu gene K-Ras altamente 
amplificado. Note que muitos dos sub¬ 
clones parecem ter morrido, incluindo o 
que contem as celulas fundadoras dos tres 
subclones que sobreviveram. 

(C) Representagao de como acredita- 
-se que mutagoes condutoras causem a 
progressao do cancer ao longo de um 
periodo de tempo antes de produzirem 
um clone grande o suficiente de celulas 
proliferativas para ser detectado como um 
tumor. Os dados indicam que mutagoes 
condutoras ocorrem apenas raramente em 
um contexto de subclones de celulas de 
vida longa que continuamente acumulam 
mutagoes passageiras sem ganhar uma 
vantagem de crescimento. (A, adaptada 
de M. Greaves, Semin. Cancer Biol. 20:65- 
70, 2010; B, adaptada de N. Navin et al., 
Nature 472:90-94, 2011; C, adaptada de 
S. Nik-Zainal et al., Cell 149:994-1007, 
2012 .) 
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Figura 20-31 Barreiras para a metas- 
tase. Estudos com celulas tumorais mar- 
cadas deixando o sftio do tumor, entrando 
na circulagao e estabelecendo metastases 
mostram quais passos do processo metas- 
tatico, esquematizado na Figura 20-16, 
sao dificeis ou "ineficientes", no sentido 
de serem etapas nas quais muitas celulas 
falham e sao perdidas. Nessas etapas difi¬ 
ceis e que as celulas de tumores altamente 
metastaticos possuem maior sucesso do 
que as celulas de origem nao metastatica. 
Parece que a capacidade de escapar do 
tecido parental e a capacidade de sobrevi- 
ver e crescer no tecido estranho sao pro- 
priedades que as celulas precisam adquirir 
para se tornarem metastaticas. (Adaptada 
de Chambers et al.. Breast Cancer Res. 
2:400-407, 2000. Com a permissao de 
BioMed Central Ltd.) 
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entrada ou outros tecido distante no tecido celulas no 



pela linfa para se estabelecerem em locais distantes. Terceiro, elas devem sobreviver e se 
multiplicar nesse local. A primeira e a ultima etapas dessa sequencia sao as mais dificeis 
de realizar para a maioria dos canceres (Figura 20-31). 

A primeira etapa, invasao local, requer um relaxamento dos mecanismos que nor- 
malmente mantem as celulas epiteliais unidas. Como mencionado antes, essa etapa e se- 
melhante ao processo de desenvolvimento normal conhecido como transigao epitelial-me- 
senquimal (EMT ), no qual as celulas epiteliais sofrem uma mudanga no carater e tornam-se 
menos aderentes e mais migratorias (discutido no Capitulo 19). Uma parte fundamental 
do processo EMT envolve desativar a expressao do gene caderina-E. A fungao primaria da 
proteina transmembrana caderina-E e na adesao celula-celula, ligando celulas epiteliais 
em conjunto por meio de jungoes aderentes (ver Figura 19-13). Em alguns carcinomas de 
estomago e mama, a caderina-E foi identificada como um gene supressor tumoral, e a sua 
perda pode promover o desenvolvimento do cancer mediante facilitagao da invasao local. 

A entrada inicial das celulas tumorais na circulagao e auxiliada pela presenga de um 
denso aporte de vasos sanguineos e alguns vasos linfaticos, os quais os tumores atraem 
para si proprios conforme crescem e ocorre hipoxia em seus interiores. Esse processo, 
chamado de angiogenese, e gerado pela secregao de fatores angiogenicos que promo- 
vem o crescimento de vasos sanguineos, como o fator de crescimento endotelial vascular 
(VEGF, do ingles vascular endothelial growth factor; ver Figura 22-26). A fragilidade e a 
fraqueza dos novos vasos que foram formados podem ajudar as celulas que se tornaram 
invasivas a entrarem e depois se moverem ao longo da circulagao com relativa facilidade. 

Os passos remanescentes na metastase que envolvem a saida do vaso sanguineo 
ou linfatico para a colonizagao efetiva de um local distante do tumor primario sao mais 
dificeis de estudar. Para descobrir qual dos ultimos estagios da metastase traz mais difi- 
culdades para a celula cancerosa, e possivel marcar celulas com um corante fluorescente 
ou com a proteina verde fluorescente (GFP, do ingles green fluorescent protein), injeta-los 
na corrente circulatoria de um camundongo e, entao, monitora-los (Animagao 20.5). 
Nesse experimento, e possivel observar que muitas celulas sobrevivem na circulagao, 
alojam-se em pequenos vasos e penetram os tecidos subjacentes, nao importando se 
sao originarias de tumor metastatico ou nao. Algumas celulas morrem imediatamente 
apos sua entrada em um tecido estranho; outras sobrevivem a entrada no tecido, mas 
nao conseguem proliferar. Outras se dividem algumas poucas vezes e depois param, for- 
mando micrometastases contendo de dezenas a centenas de celulas. Muito poucas se 
estabelecem e geram uma metastase completa. 

O que distingue as sobreviventes das que falharam? Uma pista pode vir do fato de 
que, em muitos tipos de tumores, as celulas cancerosas mostram certa heterogeneidade 
que se parece com a heterogeneidade observada entre as celulas desses tecidos normais 
que se renovam continuamente por uma estrategia de celulas-tronco, como discutire- 
mos a seguir. 


Uma pequena populaqao de celulas-tronco tumorais pode 
manter diversos tumores 

Tecidos que se autorrenovam, nos quais a divisao celular continua ao longo da vida, 
sao um terreno fertil para a maioria dos canceres humanos. Entre eles estao incluidos 
a epiderme (a barreira epitelial mais externa da pele), o revestimento do trato digestivo 
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e reprodutivo e a medula ossea, onde as celulas sangumeas sao geradas (ver Capitulo 
22). Em quase todos esses tecidos, a renovagao depende da presenga de celulas-tronco, 
que se dividem para dar origem a celulas diferenciadas, que nao se dividem. Isso cria 
uma mistura de celulas que sao geneticamente identicas e relacionadas estreitamente 
por linhagem, porem que estao em diferentes estados de diferenciagao. Muitos tumores 
parecem consistir em celulas em estados de diferenciagao variados, com capacidades 
diferentes para a divisao celular e a autorrenovagao. 

Para ver as implicagoes, e importante considerar como o sistema de celulas-tronco 
normais funciona. Quando uma celula-tronco normal se divide, cada celula-filha tern 
uma escolha - ela pode permanecer como uma celula-tronco ou ela pode se compro- 
meter a uma via levando a diferenciagao. Uma celula-tronco filha permanece no local 
para gerar mais celulas no futuro. Uma celula-filha comprometida sofre alguns ciclos 
de proliferagao celular (como a chamada celula amplificadora em transito), mas depois 
para de se dividir, diferencia-se e, por fim, e descartada e substituida (ela pode morrer 
por apoptose, com reciclagem de seu material, ou ser expulsa do corpo). Normalmente, 
os dois destinos - celula-tronco ou celula diferenciada - ocorrem com probabilidades 
iguais, de modo que metade das celulas-filhas da divisao das celulas-tronco toma um 
caminho, e a outra metade toma o outro. Em um organismo saudavel, controles de retro- 
alimentagao regulam o processo, ajustando esse balango de escolhas de destino celular 
para corrigir quaisquer desvios em relagao aos tamanhos adequados das populagoes de 
celulas. Assim, o numero de celulas-tronco permanece aproximadamente constante e as 
celulas diferenciadas sao substituidas continuamente em uma taxa constante. Por causa 
das divisoes sofridas pelas celulas amplificadoras em transito, as celulas-tronco podem 
estar em numero bem menor do que as celulas que estao comprometidas com a dife¬ 
renciagao e perdem a capacidade de autorrenovagao. Porem, as celulas-tronco, embora 
poucas e distantes entre si e muitas vezes se dividindo de forma relativamente lenta, car- 
regam toda a responsabilidade de manutengao do tecido a longo prazo. 

Alguns canceres parecem ser organizados de forma semelhante: eles consistem 
em celulas-tronco tumorais raras, capazes de se dividir indefinidamente, associadas a 
um numero muito maior de celulas amplificadoras em transito em divisao, que sao deri- 
vadas das celulas-tronco tumorais mas possuem uma capacidade limitada de autorreno¬ 
vagao (Figura 20-32). Em alguns tumores, essas celulas nao tronco parecem constituir a 
grande maioria da populagao celular. 


Figura 20-32 As celulas-tronco tumo¬ 
rais podem ser responsaveis pelo cres- 
cimento tumoral e ainda assim serem 
apenas uma pequena parte da popula- 
gao celular tumoral. (A) Como as celulas- 
-tronco geram celulas amplificadoras em 
transito. (B) Como uma pequena propor- 
gao de celulas-tronco tumorais pode man- 
ter um tumor. Supoe-se, por exemplo, que 
cada celula-tronco tumoral filha tern uma 
probabilidade um pouco maior do que 
50% de manter seu potencial de celula- 
-tronco e uma probabilidade um pouco 
menor do que 50% de se tornar uma 
celula amplificadora em transito que e 
comprometida a um programa de divisao 
celular que para apos 10 ciclos de divisao. 
Enquanto o numero de celulas-tronco 
ira aumentar lentamente para gerar um 
crescimento tumoral, as celulas nao tronco 
que elas originaram irao sempre superar as 
celulas-tronco por um grande valor - neste 
exemplo, por um valor em torno de 1.000. 
(Se o ciclo de divisao celular e o tempo de 
sobrevivencia para duas classes de celulas 
for igual.) 


0 fenomeno das celulas-tronco tumorais aumenta a dificuldade 
de cura do cancer 

Evidencias do fenomeno das celulas-tronco tumorais vem primeiramente de experimen- 
tos nos quais celulas individuais de cancer sao testadas para sua capacidade de gerar 
tumores novos: um ensaio-padrao e implantar as celulas em um camundongo imunode- 
ficiente (Figura 20-33). Sabe-se, ha meio seculo, que existe apenas uma pequena chance 
- em geral muito menor do que 1% - de que uma celula tumoral escolhida ao acaso e 
testada nesse modelo va gerar um novo tumor. Isso, por si, so nao prova que as celulas 
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Figura 20-33 Um camundongo imunode- 
ficiente e utilizado em ensaios de trans- 
plantes para testar celulas cancerosas 
humanas e sua capacidade de gerar novos 
tumores. Esse camundongo nude possui uma 
mutagao que bloqueia o desenvolvimento do 
timo e, como efeito colateral, ocorre queda do 
pelo. Devido ao fato de ele praticamente nao 
possuir celulas T, ele tolera enxertos ate mesmo 
de outras especies. (Cortesia de Harlan Sprague 
Dawley.) 


tumorais sao heterogeneas: como sementes espalhadas em um solo dificil, cada uma 
delas pode ter apenas uma pequena chance de encontrar um lugar onde pode sobreviver 
e crescer. Tecnologias modernas para separagao celular tern mostrado, no entanto, que 
em alguns canceres, pelo menos, a taxa de sucesso encontrada em novos tumores e ate 
mesmo mais baixa do que deveria ser, porque as celulas cancerosas sao heterogeneas 
em seu estado de diferenciagao e apenas um pequeno conjunto delas - as celulas-tronco 
tumorais - possuem propriedades especiais necessarias a propagagao do tumor. Por 
exemplo, em varios tipos de canceres, incluindo cancer de mama e leucemias, e possivel 
fracionar as celulas tumorais utilizando anticorpos monoclonais que reconhecem um 
marcador de superficie celular em particular presente nas celulas-tronco normais no te- 
cido de origem do cancer. As celulas cancerosas purificadas expressando esse marcador 
apresentam uma capacidade muito maior de formar novos tumores. E os novos tumores 
consistem em uma mistura de celulas que expressam o marcador e celulas que nao o 
expressam, todas geradas da mesma celula fundadora que expressa o marcador. 

Experimentos com celulas de cancer de mama revelaram que, em vez de segui- 
rem um rigido programa de celulas-tronco para celulas amplificadoras em transito para 
celulas diferenciadas, essas celulas cancerosas podem alternar aleatoriamente para 
la e para ca - com certa baixa probabilidade de transigao - entre estados diferentes de 
diferenciagao que expressam diferentes marcadores moleculares. Em um estado, elas 
permanecem como celulas-tronco, dividindo-se lentamente mas capazes de gerar novos 
tumores; em outros estados, elas permanecem como celulas amplificadoras em transito, 
dividindo-se rapidamente mas incapazes de gerar novos tumores em um ensaio-padrao 
de transplante. Porem, uma unica celula em qualquer um desses estados - deixada em 
cultura ou em um ambiente propicio no organismo - dara origem a uma populagao mis- 
ta que inclui todos os outros estados tambem. 

O fenomeno da celula-tronco tumoral, qualquer que seja sua base, implica que ate 
mesmo quando as celulas tumorais sao geneticamente semelhantes, elas sao fenotipica- 
mente diversas. Um tratamento que elimina aquelas em um estado tern probabilidade 
de permitir a sobrevivencia de outras, que permanecem como um risco. A radiotera- 
pia ou os farmacos citotoxicos, por exemplo, podem matar seletivamente as celulas com 
alta taxa de divisao celular, reduzindo o volume do tumor a quase nada, e ainda assim 
poupar algumas celulas que se dividem lentamente e que vao ressuscitar a doenga. Isso 
aumenta muito a dificuldade de terapias para o cancer e e parte do motivo pelo qual 
tratamentos que a primeira vista parecem bem-sucedidos acabam, diversas vezes, em 
recidivas e decepgao. 


Os canceres colorretais se desenvolvem lentamente, mediante 
uma sucessao de alteragoes visiveis 

No comego deste capitulo, vimos que a maioria dos canceres se desenvolve gradual- 
mente a partir de uma unica celula aberrante, progredindo de tumores benignos para 
tumores malignos pelo acumulo de um numero independente de alteragoes geneticas 
e epigeneticas. Discutimos o que algumas das alteragoes sao em termos moleculares e 
como elas contribuem para o comportamento canceroso. Agora, vamos examinar com 
mais detalhes um dos tipos mais comuns de cancer humano, usando-o para ilustrar e 
tambem expandir alguns dos principios gerais e mecanismos moleculares apresentados. 
Tomaremos o cancer colorretal como nosso exemplo. 

O cancer colorretal se origina do epitelio que reveste o colon (o maior segmento do 
intestino) e o reto (o segmento terminal do aparelho digestivo). A organizagao tecidual e 
muito semelhante a do intestino delgado, discutido em detalhes no Capitulo 22(p. 1217- 
1221). Tanto para o intestino delgado quanto para o intestino grosso, o epitelio e renova- 
do a uma taxa extraordinariamente rapida, levando em torno de uma semana para que 
ocorra a substituigao completa da maior parte da parede epitelial. Em ambas as regioes, 
a renovagao depende de celulas-tronco que se situam em bolsas profundas do epitelio, 
chamadas de criptas intestinais. Os sinais que mantem as celulas-tronco e controlam a 
organizagao normal e a renovagao do epitelio comegam a ser perfeitamente entendidos, 
como explicado no Capitulo 22. Mutagoes que rompem esses sinais comegam o processo 
da progressao tumoral para a maioria dos canceres colorretais (Animagao 20.6). 
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Os canceres colorretais sao comuns, causando atualmente cerca de 60 mil mor- 
tes por ano nos Estados Unidos, ou cerca de 10% do total de mortes por cancer. Como 
a maioria dos canceres, eles em geral sao diagnosticados tardiamente na vida (90% 
ocorrem depois dos 55 anos de idade). Porem, exames de rotina em adultos normais 
usando colonoscopia (um dispositivo de fibra optica para visualizar o interior do colon 
e do reto) muitas vezes revelam um pequeno tumor benigno, ou adenoma, do epitelio 
do intestino na forma de uma massa de tecido protuberante chamada de polipo (ver Fi- 
gura 22-4). Acredita-se que esses polipos adenomatosos sejam os precursores de uma 
ampla proporgao de canceres colorretais. Como a progressao da doenga costuma ser 
muito lenta, existe um periodo de dez anos no qual o tumor de crescimento lento e 
detectavel, porem ainda nao se tornou maligno. Assim, quando pacientes sao inves- 
tigados por colonoscopia ao chegarem aos 50 anos e os polipos sao removidos pelo 
colonoscopio - um procedimento cirurgico facil e rapido -, a subsequente incidencia 
de cancer colorretal e bem mais baixa: de acordo com alguns estudos, menos de um 
quarto do que seria. 

Nas secgoes microscopicas dos polipos com menos de 1 cm de diametro, as ce- 
lulas e seus arranjos no epitelio em geral tern aparencia quase normal. Quanto maior 
o polipo, maior a probabilidade de conter celulas que parecem anormalmente indife- 
renciadas e de formar estruturas anormalmente organizadas. Algumas vezes, duas ou 
mais areas distintas podem ser distinguidas dentro de um unico polipo, com as celu¬ 
las em uma area parecendo relativamente normais e aquelas na outra area com apa¬ 
rencia claramente cancerosa, como se tivessem surgido como um subclone mutante 
dentro do clone original de celulas adenomatosas. Em estagios tardios da doenga, em 
uma pequena fragao do polipo, algumas celulas tumorais se tornam invasivas, rom- 
pendo, primeiramente, atraves da lamina basal do epitelio e depois se disseminando 
pelas camadas musculares que circundam o intestino, ate que por fim geram metasta- 
ses nos linfonodos via vasos linfaticos, no figado, no pulmao e em outros orgaos pela 
corrente sangumea. 

Algumas lesoes geneticas chave sao comuns a uma ampla 
parcela de canceres colorretais 

Quais sao as mutagoes que se acumulam com o tempo para produzir essa cadeia de 
eventos? Dos genes descobertos ate agora que estao envolvidos no cancer colorretal, tres 
se destacam como os mais mutados: o proto-oncogene K-Ras (um membro da familia do 
gene Ras), em torno de 40% dos casos; o gene p53, em torno de 60% dos casos; e o gene 
supressor tumoral Ape (discutido adiante), em mais de 80% dos casos. Outros genes es¬ 
tao envolvidos no cancer colorretal em numeros menores, e alguns deles estao listados 
naTabela 20-1. 

O papel do Ape surgiu, primeiramente, de estudos de certas familias mostrando 
um tipo raro de predisposigao hereditaria para cancer colorretal, chamada de coli poli- 
pose adenomatosafamiliar (PAF) do colon. Nessa sindrome, centenas ou milhares de po- 


Algumas anormalidades geneticas detectadas em canceres colorretais 


Canceres de colon 


Gene 

Classe 

Via afetada 

h uma no (%) 

K-Ras 

Oncogene 

Sinalizagao de receptor tirosina-cinase 

40 

p-Catenina 1 

Oncogene 

Sinalizagao Wnt 

5-10 

Ape' 

Supressor tumoral 

Sinalizagao Wnt 

>80 

p53 

Supressor tumoral 

Resposta ao estresse e a danos ao DNA 

60 

Receptor TGFfi II 2 

Supressor tumoral 

Sinalizagao TGF(3 

10 

Smad4 2 

Supressor tumoral 

Sinalizagao TGF(3 

30 

MLH1 e outros genes de reparo de 
pareamento incorreto de DNA (normalmente 
silenciados por metilagao do DNA) 

Supressor tumoral 
(estabilidade genetica) 

Reparo de pareamento incorreto de DNA 

15 


,2 0s genes com o mesmo numero sobrescrito agem na mesma via e, portanto, apenas um componente esta mutado em um determinado cancer. 


















1124 PARTE V As celulas em seu contexto social 




(B) 


Figura 20-34 Colon de um paciente com polipose adenomatosa familiar em compara^ao a urn colon 
normal. (A) A parede do colon normal e ligeiramente ondulada com uma superficie lisa. (B) 0 colon com poli¬ 
pose esta completamente coberto por centenas de polipos que se projetam, cada um parecendo uma couve-flor 
quando vistos a olho nu. (Cortesia de Andrew Wyllie e Mark Arends.) 

lipos se desenvolvem ao longo do colon (Figura 20-34). Esses polipos comegam a apa- 
recer na vida adulta jovem e, se nao forem removidos, um ou mais sempre progredirao 
para o estagio de malignidade; o tempo medio entre a primeira detecgao de polipos e o 
diagnostico de cancer e de 12 anos. A doenga pode ocorrer devido a uma delegao ou ina- 
tivagao do gene supressor de tumores Ape , que tern as iniciais da sindrome. Individuos 
com a sindrome possuem mutagoes inativantes ou delegoes em uma copia do gene Ape 
em todas as celulas e mostram a perda de heterozigosidade em tumores, mesmo nos 
polipos benignos. A maioria dos pacientes com cancer colorretal nao possui a condigao 
hereditaria. Entretanto, em mais de 80% dos casos, suas celulas cancerosas (mas nao 
suas celulas normais) tern as duas copias do gene Ape inativadas por mutagoes adquiri- 
das durante a vida dos pacientes. Assim, por uma via semelhante aquela discutida para 
o retinoblastoma, mutagoes no gene Ape foram identificadas como um dos ingredientes 
do cancer colorretal. 

A proteina Ape, como sabemos agora, e um componente inibitorio da via de si- 
nalizagao Wnt (discutida no Capitulo 15). Ela se liga a proteina p-catenina, outro com¬ 
ponente da via Wnt, e ajuda a induzir a degradagao de proteinas. Mediante inibigao da 
p-catenina, a Ape impede que a p-catenina migre para o nucleo, onde iria atuar como 
um regulador transcricional para conduzir a proliferagao celular e manter o estado de 
celula-tronco (ver Figura 15-60). A perda da Ape resulta em um excesso de p-catenina 
livre e, assim, leva a uma expansao descontrolada da populagao de celulas-tronco. 
Isso gera um aumento massivo no numero e no tamanho das criptas intestinais (ver 
Figura 22-4). 

Quando o gene da p-catenina foi sequenciado em uma colegao de tumores color- 
retais, descobriu-se que muitos dos tumores que nao possuiam a mutagao Ape tinham 
mutagoes de ativagao na proteina catenina. Dessa forma, e a atividade excessiva da via 
de sinalizagao Wnt que e critica para o inicio do cancer, mais do que qualquer oncogene 
ou gene supressor de tumores que faga parte da via. 

Sendo assim, por que o gene Ape em particular e geralmente o grande responsavel 
pelo cancer colorretal? A proteina Ape e grande e interage nao apenas com a p-catenina, 
mas tambem com varios outros componentes, incluindo os microtubulos. A perda de 
Ape, ao que parece, aumenta a frequencia de defeitos no fuso mitotico, levando a anor- 
malidades cromossomicas quando a celula se divide. Esse efeito promotor de cancer 
independente poderia explicar por que mutagoes em Ape sao tao proeminentes como 
causa do cancer colorretal. 


Alguns canceres colorretais possuem defeitos na maquinaria de 
reparo de pareamento incorreto de DNA 

Alem da doenga hereditaria (PAF) associada a mutagoes no gene Ape, existe um segundo 
tipo de predisposigao hereditaria mais comum para carcinoma de colon no qual o curso 
dos eventos difere do descrito para PAF. Na condigao mais comum, que e denominada 
cancer de colon hereditario sem polipose (HNPCC; do ingles, hereditary nonpolyposis co¬ 
lorectal cancer), a probabilidade de cancer no colon esta aumentada sem qualquer au¬ 
mento no numero de polipos colorretais (adenomas). Alem disso, as celulas cancerosas 
sao diferentes e possuem um cariotipo normal (ou quase normal). A maioria dos tumo¬ 
res colorretais em pacientes nao HNPCC, ao contrario, possui anormalidades grosseiras 
com multiplas translocagoes, delegoes e outras aberragoes, assim como um numero de 
cromossomos maior do que o normal (Figura 20-35). 

As mutagoes que predispoem individuos HNPCC ao cancer colorretal ocorrem 
em um dos varios genes que codificam componentes centrais do sistema de reparo de 
pareamento incorreto de DNA. Esses genes sao homologos dos genes MutL e MutS de 
bacterias e leveduras em estrutura e fungao (ver Figura 5-19). Apenas uma das duas co¬ 
pias existentes do gene envolvido esta defeituosa, e o sistema de reparo ainda e capaz de 
remover os inevitaveis erros de replicagao do DNA que ocorrem nas celulas dos pacien- 
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tes. Entretanto, como ja discutido, tais individuos estao em risco, pois a perda ou a inati- 
vagao do outro gene imediatamente eleva a taxa espontanea de mutagoes em cem vezes 
ou mais (discutido no Capitulo 5). Essas celulas geneticamente instaveis podem entao 
presumivelmente aumentar a velocidade dos processos-padrao de mutagao e selegao 
natural que permitem a clones celulares progredir para a malignidade. 

Esse tipo particular de instabilidade genetica produz alteragoes invisiveis no 
cromossomo - mais notavelmente em nucleotideos individuals e expansoes ou con- 
tragoes curtas de repetigoes de mononucleotideos e dinucleotideos como AAAA... ou 
CACACA.... Uma vez que o defeito em pacientes HNPCC foi reconhecido, o silencia- 
mento epigenetico ou mutagao de genes de reparo de pareamento incorreto foi en- 
contrado em torno de 15% dos canceres colorretais em pessoas sem predisposigao a 
mutagao hereditaria. 

Assim, a instabilidade genetica encontrada em muitos dos canceres colorretais 
pode ser adquirida pelo menos de duas maneiras. A maioria dos canceres mostra uma 
forma de instabilidade cromossomica que leva a alteragoes cromossomicas visiveis, en- 
quanto outros ocorrem em escala muito menor e refletem defeito no sistema de reparo. 
Na verdade, muitos carcinomas mostram instabilidade cromossomica ou um sistema de 
reparo defeituoso - muito raramente ambos. Tais achados demonstram de forma clara 
que a instabilidade genetica nao e um subproduto acidental do comportamento malig- 
no, mas uma causa contribuinte - e que as celulas cancerosas podem adquirir tal insta¬ 
bilidade de diversas maneiras. 

As etapas da progressao tumoral frequentemente podem ser 
correlacionadas a mutagoes especificas 

Em qual ordem K-Ras f p53, Ape e outros genes criticos identificados para o cancer color- 
retal mutam, e qual a contribuigao de cada um deles para o comportamento antissocial 
da celula cancerosa? Nao existe uma resposta simples, pois o cancer colorretal pode sur- 
gir por mais de uma via: assim, sabemos que, em alguns casos, a primeira mutagao pode 
ocorrer em um gene do reparo de pareamento incorreto de DNA; em outros, pode ser um 
gene que regula a proliferagao celular. Desse modo, como ja discutido, uma caracteristi- 
ca geral como a instabilidade genetica ou a tendencia de proliferar anormalmente pode 
surgir de diversas maneiras a partir de mutagoes em diferentes genes. 

Mesmo assim, certos conjuntos de mutagoes sao particularmente comuns em 
canceres colorretais, ocorrendo em uma ordem caracteristica. Desse modo, na maioria 
dos casos, mutagoes que inativam o gene Ape parecem ser as primeiras, ou pelo menos 
parecem acontecer na etapa inicial, por serem detectadas com a mesma alta frequencia 
em pequenos polipos benignos ou em grandes tumores malignos. Alteragoes que levam 
a instabilidade genetica ou epigenetica parecem surgir nos primeiros passos da progres¬ 
sao tumoral, pois sao necessarias para conduzir as etapas subsequentes. 

Mutagoes ativadoras no gene K-Ras ocorrem tardiamente porque sao raras em pe¬ 
quenos polipos, porem muito comuns em polipos grandes que mostram certa perturba- 
gao nos padroes de diferenciagao celular e histologicos. 

Acredita-se que mutagoes de inativagao em p53 tambem ocorram tardiamente por 
serem raras em polipos, mas comuns em carcinomas (Figura 20-36). Temos percebi- 
do que a perda da fungao de p53 permite que as celulas cancerosas tolerem o estresse 
e evitem a apoptose e a parada do ciclo celular. Alem disso, a perda de p53 esta cor- 


Figura 20-35 Complementos cromos- 
somicos (cariotipos) do cancer de 
colon mostrando diferentes tipos de 
instabilidade genetica. (A) 0 cariotipo 
de cancer tipico mostra muitas anormali- 
dades grosseiras em numero e estrutura 
de cromossomos. Variagoes consideraveis 
podem existir de celula para celula (nao 
mostrado). (B) 0 cariotipo de um tumor 
que possui um complemento cromosso- 
mico estavel com poucas anormalidades 
cromossomicas; as anormalidades gene- 
ticas sao praticamente invisiveis, tendo 
sido geradas por defeitos no reparo de 
pareamento incorreto do DNA. Todos os 
cromossomos nesta figura foram corados 
como na Figura 4-10, o DNA de cada um 
dos cromossomos sendo marcado com 
uma combinagao de diferentes corantes 
fluorescentes. (Cortesia de Wael Abdel- 
-Rahman e Paul Edwards.) 
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Figura 20-36 Sequencia tipica sugerida 
de alteragoes geneticas fundamentals 
para o desenvolvimento de um carci¬ 
noma colorretal. Este diagrama muito 
simplificado traz uma ideia geral do modo 
como as mutagoes e o desenvolvimento 
tumoral se relacionam. Porem, muitas 
outras mutagoes costumam estar envol- 
vidas, e canceres colorretais diferentes 
podem progredir por meio de diferentes 
sequences de mutagoes (e/ou mudangas 
epigeneticas). 


relacionada com a ativagao intensificada de oncogenes como o Ras. Experimentos em 
camundongos mostraram que baixos mveis iniciais de ativagao de oncogenes podem 
originar um crescimento tumoral lento mesmo quando p53 esta funcional: genes como 
Ras sao, afinal, parte de uma maquinaria normal de controle de crescimento, e a ativagao 
moderada nao e estressante para uma celula e nao recruta a protema p53. Porem, a pro¬ 
gressao lenta de um tumor para um crescimento rapido e maligno envolve a ativagao de 
oncogenes alem dos limites fisiologicos normais, chegando a mveis estressantes. Caso a 
protema p53 esteja presente e funcional, isso deve levar a uma parada do ciclo celular ou 
a morte. Apenas perdendo a funcionalidade da p53 e que as celulas cancerosas podem 
sobreviver e progredir com oncogenes superativos. 

As etapas que acabamos de descrever sao apenas uma parte do todo. E importante 
enfatizar que cada caso de cancer colorretal e diferente, com suas proprias combinagbes 
de mutagoes, e que ate mesmo para mutagoes que sao comuns, a sequencia pela qual 
elas ocorrem pode variar. O mesmo vale para canceres em geral. 

Os avangos recentes na biologia molecular forneceram ferramentas para descobrir 
precisamente quais genes estao amplificados, deletados, mutados ou regulados de forma 
incorreta a partir de mecanismos epigeneticos nas celulas tumorais de qualquer paciente. 
Como discutiremos na proxima segao, tais informagoes promissoras estao se tornando 
importantes para o diagnostico e tratamento do cancer, assim como foi a descoberta da 
possibilidade de identificar microrganismos para o tratamento de doengas infecciosas. 


Resumo 

A analise molecular das celulas cancerosas revela duas classes de genes criticos para o 
cancer: oncogenes e genes supressores de tumores. Um conjunto desses genes e alter ado por 
uma combinagao de acidentes geneticos e epigeneticos que conduzem a progressao tumo¬ 
ral Muitos genes criticos para o cancer codificam componentes do controle social de vias 
que regulam quando as celulas crescem, se dividem, diferenciam ou morrem. Alem disso, 
uma subclasse de supressores de tumores pode ser categorizada como genes de manuten- 
gao do genoma", pois seus papeis normais estao relacionados com o auxilio da manuten- 
gao da integridade do genoma. 

A inativagao da via de p53, que ocorre em quase todos os canceres humanos, permi- 
te que celulas geneticamente danificadas escapem da apoptose e continuem a proliferar. 
A inativagao da via de Rb tambem ocorre na maioria dos canceres humanos, ilustrando 
como cada uma das vias e fundamental para nossa protegao contra o cancer. 

O sequenciamento do genoma de celulas cancerosas revelou que - exceto para can- 
ceres infantis - muitos canceres adquirem dez ou mais mutagoes condutoras ao longo do 
curso da progressao tumoral, juntamente com um numero consideravelmente maior de 
mutagoes passageiras irrelevantes. Os mesmos metodos revelaram como subclones de ce¬ 
lulas surgem e morrem conforme a idade do tumor. Os tumores, portanto, contem uma 
mistura heterogenea de celulas, algumas - chamadas de celulas-tronco tumorais - sendo 
muito mais perigosas do que outras. 

Podemos frequentemente correlacionar as etapas da progressao tumoral com mutagoes 
que ativam oncogenes especijicos e inativam genes supressores de tumores espedficos; o can¬ 
cer de colon e um bom exemplo. Contudo, combinagbes diferentes de mutagoes e alteragoes 
epigeneticas sao encontradas em diferentes tipos de canceres, e mesmo em diferentes pacientes 
com o mesmo tipo de cancer, refletindo a maneira ao acaso na qual tais alteragoes herdaveis 
ocorrem. Alem disso, muitas das mesmas mudangas sao encontradas repetidamente, sugerin- 
do que ha um numero limitado de formas de burlar nossas defesas contra o cancer. 
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TRATAMENTO E PREVENgAO DO CANCER: 

PRESENTE E FUTURO 

Podemos aplicar o crescente entendimento da biologia molecular do cancer para di- 
recionar nosso ataque a doenga em tres niveis: prevengao, diagnostico e tratamento. A 
prevengao e sempre melhor do que a cura, e muitos canceres podem ser prevenidos, em 
especial evitando-se o tabagismo. Ensaios moleculares altamente sensiveis prometem 
novas oportunidades para diagnostics mais precoces e mais precisos, com o objetivo 
de detectar tumores primarios enquanto ainda sao pequenos e nao geraram metasta- 
ses. Canceres identificados nesses estagios iniciais podem ser eliminados com cirurgia e 
radioterapia, como vimos para os polipos colorretais. No entanto, a doenga maligna em 
desenvolvimento continuara sendo comum por muitos anos, e os tratamentos para o 
cancer continuarao sendo necessarios. 

Nesta segao, primeiramente examinaremos as causas evitaveis do cancer e depois 
consideraremos como os avangos dos nossos conhecimentos em nivel molecular estao 
comegando a transformar o tratamento da doenga. 

A epidemiologia revela que muitos casos de cancer podem ser 
prevenidos 

Certa incidencia-base irredutivel de cancer e esperada independentemente das circuns- 
tancias. Como discutido no Capitulo 5, mutagoes nunca podem ser absolutamente evi- 
tadas porque elas sao uma consequencia inevitavel de limitagoes fundamentais na pre- 
cisao da replicagao e do reparo ao DNA. Caso uma pessoa possa viver tempo suficiente, 
e inevitavel que pelo menos uma de suas celulas acabara acumulando um conjunto de 
mutagoes suficientes para desenvolver um cancer. 

No entanto, fatores ambientais parecem contribuir grandemente para a determi- 
nagao do risco de desenvolver um cancer. Isso e demonstrado com mais clareza com- 
parando-se a incidencia de cancer em diversos paises. Para quase todo o cancer que e 
muito comum em um pais, existe outro pais onde essa incidencia e muitas vezes menor. 
Essas diferengas parecem ser causadas mais por fatores ambientais do que por fatores 
geneticos, pois as populagoes de migrantes tern a tendencia de adotar o padrao de in¬ 
cidencia de cancer caracteristico do novo pais. Sugere-se, a partir desses dados, que de 
80 a 90% dos canceres poderiam ser evitados, ou ao menos postergados (Figura 20-37). 

Infelizmente, os varios canceres tern diferentes fatores de risco ambiental, e uma 
populagao que escapa de um perigo em geral fica exposta a outro. Isso, porem, nao e 
inevitavel. Existem alguns subgrupos cujos estilos de vida reduzem substancialmente a 
taxa de morte por cancer entre individuos de determinadas idades. Nos Estados Unidos e 
na Europa, nas condigoes atuais, cerca de 1 em cada 5 pessoas morre de cancer. Porem, a 
incidencia de cancer entre mormons extremistas em Utah - os quais evitam alcool, cafe, 
cigarros, drogas e sexo casual - e apenas a metade da incidencia para membros nao pra- 
ticantes da mesma familia ou para americanos em geral. A incidencia de cancer tambem 
e baixa em certas populagoes africanas relativamente ricas. 

Embora tais observagoes indiquem que o cancer pode ser evitado, e dificil, na 
maioria dos casos - com excegao do tabaco -, identificar fatores ambientais especifi- 
cos responsaveis por essas grandes diferengas populacionais ou estabelecer como elas 
agem. Todavia, diversas classes importantes de fatores ambientais de risco para o cancer 
tern sido identificadas (Figura 20-37B). Pode-se pensar primeiro nos mutagenicos. Po¬ 
rem, existem tambem muitas outras influencias - incluindo a quantidade de comida que 
ingerimos, os hormonios que circulam em nosso organismo e as irritagoes, infecgoes e 
danos aos quais expusemos nossos tecidos - que nao sao menos importantes e favore- 
cem o desenvolvimento da doenga de outras formas. 

Ensaios sensiveis podem detectar agentes causadores de cancer 
que danificam o DNA 

Muitas substancias quimicas diferentes mostraram-se carcinogenicas quando usadas 
para alimentar animais experimentais ou aplicadas repetidamente na pele. Os exemplos 



1128 PARTE V As celulas em seu contexto social 



(A) 


Causa 

Canceres 
gerados 
(porcentagem 
do total) 

Numero de 
mortes nos 
EUA 

(anualmente) 

Magnitude 
da redugao 
possivel 
(porcentagem) 

Tabagismo 

33 

189.000 

75 

Dieta, sobrepeso e obesidade 

25 

143.000 

50 

Sedentarismo 

5 

28.600 

85 

Virus 

5 

28.600 

100 

Alcool 

3 

17.200 

50 

Radiagao UV e ionizante 

2 

11.400 

50 

Carcinogenos ocupacionais 

5 

28.600 

50 


(B) 

Figura 20-37 A incidencia de cancer esta relacionada a influences ambien- 
tais. (A) Este mapa do mundo mostra as taxas de cancer aumentando (.setas ver- 
melhas) ou diminuindo (setas azuis) quando populates especfficas migram de um 
local para outro. Tais observagoes sugerem a importance dos fatores ambientais, 
incluindo a dieta, na determinagao dos riscos de cancer. (B) Alguns efeitos estima- 
dos do ambiente e do estilo de vida nos Estados Unidos (EUA). A tabela mostra as 
mortes anuais nos EUA atribuidas a cada cancer e as porcentagens estimadas da- 
quele tipo de cancer que poderia ser eliminado mediante prevengao. (B, dados de 
G.A. Colditz, K.Y. Wolin and S. Gehlert, Sci. Transl. Med. 4:127rv4, 2012.) 


incluem diversos hidrocarbonetos aromaticos e seus derivados como aminas aromaticas, 
nitrosaminas e agentes alquilantes, como o gas de mostarda. Embora esses carcinogenos 
quimicos possuam estrutura diversa, uma grande proporgao deles compartilha ao menos 
uma propriedade - eles geram mutagoes. Em um teste comum para mutagenicidade (o 
teste de Ames), o carcinogeno e misturado com um extrato ativador preparado a partir 
de celulas de figado de rato (para mimetizar o processo bioqufinico que ocorre em um 
animal intacto). Apos, a mistura e adicionada a cultura especialmente preparada para 
testar bacterias e medir a taxa de mutagao bacteriana. A maioria dos compostos classifi- 
cados como mutagenicos nesse rapido e conveniente teste em bacterias tambem causa 
mutagoes ou aberragoes cromossomicas em testes realizados com celulas de mamiferos. 

Alguns desses carcinogenos agem diretamente no DNA. Porem, em geral os mais 
potentes sao relativamente inertes quimicamente; esses agentes quimicos se tornam da- 
nosos apenas apos terem sido convertidos a uma molecula mais reativa por processos 
metabolicos no figado, catalisados por um conjunto de enzimas intracelulares conheci- 
das como oxidases do citocromo P-450. Essas enzimas costumam contribuir para conver¬ 
ter as toxinas ingeridas em compostos menos perigosos e de facil excregao. Infelizmente, 
suas atividades sobre determinadas substancias quimicas levam a produtos altamente 
mutagenicos. Exemplos de carcinogenos ativados desse modo incluem benzo[a]pireno, 
um agente quimico causador de cancer presente no alcatrao de carvao e na fumaga de 
cigarros, e a toxina fiingica aflatoxina B1 (Figura 20-38). 

Cinquenta por cento dos canceres podem ser evitados por 
mudangas no estilo de vida 

No mundo atual, a fumaga do tabaco e o carcinogeno mais importante. Mesmo que 
muitos outros carcinogenos quimicos tenham sido identificados, nenhum deles parece 
ser responsavel por tantas mortes por cancer em humanos. Acredita-se, as vezes, que as 
principais causas ambientais do cancer sejam produto de um estilo de vida altamente 
industrializado - o crescimento da poluigao, o crescente uso de aditivos nos alimentos, 
e assim por diante mas existem poucas evidencias sustentando tal ponto de vista. Essa 
ideia deve ter surgido, ao menos em parte, da identificagao de alguns materiais indus¬ 
trial altamente carcinogenicos, como a 2-naftilamina e o amianto. Exceto pelo aumento 
de canceres causados pelo tabagismo, no entanto, as taxas de mortalidade ajustadas pela 
idade para os canceres humanos mais comuns tern se mantido as mesmas ao longo da 
ultima metade de seculo, ou, em alguns casos, tern diminuido significativamente (Figura 
20-39). Alem disso, as taxas de sobrevida tern aumentado. Trinta anos atras, menos de 
50% dos pacientes viviam mais de cinco anos a partir do momento do diagnostico; agora, 
sao mais de dois tergos. 
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(A) AFLATOXINA 


AFLATOXINA-2 f 3-EPOXIDO CARCINOGENO LIGADO A GUANINA NO DNA 


Figura 20-38 Alguns carcinogenos conhecidos. (A) Ativagao do carcinogeno. Uma transformagao metabo- 
lica ativa muitos carcinogenos quimicos antes de eles causarem mutagoes pela reagao com o DNA. 0 composto 
ilustrado e a aflatoxina B1, uma toxina de urn fungo (Aspergillus flavus oryzae ) que cresce em graos e no amen- 
doim quando estocados sob condigoes tropicais umidas. A aflotoxina e uma importante causa de cancer de 
figado nos tropicos. (B) Diferentes carcinogenos causam diferentes tipos de cancer. (B, dados de Cancer and the 
Environment: Gene Environment Interactions, National Academies Press, 2002.) 


Muitos dos fatores carcinogenicos sabidamente importantes nao sao, de modo al- 
gum, especificos do mundo moderno. O carcinogeno mais potente conhecido, por deter- 
minados experimentos pelo menos, e a aflotoxina B1 (ver Figura 20-38). Ela e produzida 
por um fungo que contamina naturalmente a comida como amendoins tropicais e e uma 
causa importante do cancer de figado na Africa e na Asia. 

Exceto pelo tabaco, toxinas quimicas e mutagenicos sao os que menos contribuem 
para o cancer em relagao a outros fatores que sao mais uma escolha pessoal. Um fator 
importante e a quantidade de comida que ingerimos: como mencionado antes, o risco 
de cancer e bem mais elevado em pessoas obesas. De fato, estima-se que em torno de 
50% de todos os canceres podem ser evitados por simples mudangas no estilo de vida 
(ver Figura 20-37B). 

Virus e outras infecgoes contribuem para uma proporgao 
significativa de canceres humanos 

O cancer em humanos nao e uma doenga infecciosa, e a maioria dos canceres humanos 
nao tern nenhuma causa infecciosa. Contudo, uma proporgao pequena, porem signifi¬ 
cativa, de canceres humanos, talvez cerca de 15%, considerando o mundo todo, aparece 
por mecanismos que envolvem a participagao de virus, bacterias e parasitas. As eviden¬ 
ces de seu envolvimento vem, em parte, da detecgao de virus em pacientes com cancer 
e, em parte, da epidemiologia. Dessa forma, o cancer de colo do utero e associado ao pa- 
pilomavirus, enquanto o cancer de figado e muito frequente em locais do mundo (Africa 
e Sul da Asia) onde as infecgoes virais por hepatite B sao muito comuns. A infecgao cro- 
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Figura 20-39 Taxas de mortalidade por 
cancer ajustadas pela idade nos Esta- 
dos Unidos, 1930-2008. Taxas de mor¬ 
talidade selecionadas da populagao dos 
Estados Unidos ajustadas pela distribuigao 
etaria, para mulheres (A) e homens (B). 
Note o consideravel aumento do cancer de 
pulmao para ambos os sexos, seguindo o 
padrao do tabagismo, e a queda nas mor- 
tes por cancer de estomago, provavelmen- 
te relacionada com uma queda nas taxas 
de infecgao por Helicobacter pylori. As re- 
centes redugoes nas taxas de mortalidade 
por outros canceres podem corresponder 
aos avangos ocorridos na detecgao e no 
tratamento do cancer. Dados ajustados 
por faixa etaria sao necessarios para com- 
pensar o aumento inevitavel do cancer a 
medida que a populagao vive mais, em 
media. (Adaptada de Cancer Facts and Fi¬ 
gures, 2012. Dados de U.S. Mortality Volu¬ 
mes 1930 a 1959, U.S. Mortality Dados de 
1960 a 2008, National Center for Health 
Statistics, Centers for Disease Control and 
Prevention. © 2012, American Cancer So¬ 
ciety, Inc., Surveillance Research.) 
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EjRfVirus associados a canceres humanos 


Virus 

Cancer associado 

Areas de alta incidencia 

Virus de DNA 

Familia dos papovavirus 

Papilomavirus (muitas cepas 
diferentes) 

Verrugas (benignas) 

Mundo todo 


Carcinoma de colo do utero 

Mundo todo 

Familia dos hepadnavirus 

Virus da hepatite B 

Cancer de figado (carcinoma 
hepatocelular) 

Sudeste da Asia, Africa 
tropical 

Familia dos herpes-virus 

Virus Epstein-Barr 

Linfoma de Burkitt (cancer de 
linfocitos B) 

Africa Ocidental, Papua Nova 
Guine 


Carcinoma nasofahngeo 

Sul da China, Groenlandia 

Herpes-virus humano 8 

Sarcoma de Kaposi 

Pafses do Sul e do Centro da 
Africa 

Virus de RNA 

Familia dos retrovirus 

Virus da leucemia das celulas T 
humanastipo 1 (HTLV-1) 

Leucemia/linfoma de celula T 
adulta 

Japao, Antilhas 

Virus da imunodeficiencia 
humana (HIV, o virus da Aids) 

Sarcoma de Kaposi 

(via herpes-virus humano 8) 

Paises do Sul e do Centro da 
Africa 

Familia dos flavivirus 

Virus da hepatite C 

Cancer de figado (carcinoma 
hepatocelular) 

Mundo todo 


No caso de todos os virus acima, o numero de pessoas infectadas e muito maior do que o numero de canceres 
que se desenvolvem. Os virus devem atuar em conjunto com outros fatores. Como descrito no texto, diferentes 
virus contribuem para o cancer de diferentes formas. 


nica com o virus da hepatite C, que infecta 170 milhoes de pessoas no mundo, tambem 
esta claramente associada ao desenvolvimento de cancer no figado. 

Os principals responsaveis, como mostrado na Tabela 20-2, sao os virus de DNA. 
Os virus tumorais de DNA geram cancer por uma rota direta - interferindo no con- 
trole do ciclo celular e da apoptose. Para entender esse tipo de carcinogenese viral, 
e importante revisar a historia da vida de um virus. A maioria dos virus de DNA usa a 
maquinaria de replicagao do DNA celular para replicar seus genomas. Contudo, para 
produzir numerosas partlculas infecciosas virais dentro de uma unica celula, o virus de 
DNA tern de comandar a maquinaria celular e dirigi-la de maneira rlgida, quebrando 
as regras da replicagao do DNA e em geral matando a celula no processo. A maioria 
dos virus de DNA se reproduz somente dessa maneira. Mas alguns possuem uma se- 
gunda opgao: eles conseguem propagar seus genomas como um passageiro calmo e 
bem comportado na celula hospedeira, replicando-se em paralelo junto com o DNA 
da celula hospedeira (integrando-se no genoma hospedeiro ou como um plasmldeo 
extracromossomico) no curso normal dos ciclos de divisao celular. Esses virus comu- 
tam entre dois modos de existencia de acordo com as circunstancias, permanecendo 
latentes sem causar dano algum por um longo perlodo de tempo ou proliferando em 
algumas celulas em um processo que mata a celula hospedeira e gera um grande nu¬ 
mero de partlculas infecciosas. 

Nenhuma dessas condigoes transforma uma celula hospedeira em um tipo can- 
ceroso, nem ha interesse do virus em fazer isso. Porem, para os virus com uma fase de 
latencia, acidentes podem ocorrer e ativar algumas das protelnas virais que o virus em 
geral usaria na sua fase replicativa para permitir que o DNA viral se propague indepen- 
dentemente do ciclo celular. Como descrito no exemplo adiante, esse tipo de aciden- 
te pode acionar uma proliferagao persistente na propria celula hospedeira, levando ao 
cancer. 
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Canceres de colo do utero podem ser evitados por vacinagao 
contra o papilomavirus humano 


Os papilomavirus sao o principal exemplo de virus tumorais de DNA. Eles sao respon- 
saveis pelas verrugas humanas e tem especial importancia como a causa do carcinoma 
de colo do utero: esse e o segundo tipo de cancer mais comum em mulheres no mundo 
todo, representando em torno de 6% de todos os canceres humanos. Os papilomavirus 
humanos (HPV) infectam o epitelio cervical, onde se mantem em uma fase latente na 
camada basal de celulas como plasmideos extracromossomicos que se replicam con- 
comitantemente com os cromossomos. Particulas virais infecciosas sao geradas pela 
comutagao para a fase replicativa nas camadas externas do epitelio no momento em 
que a progenie dessas celulas comega a se diferenciar antes de ser descamada da su- 
perficie. Aqui, a divisao celular normalmente deveria parar, porem o virus interfere na 
parada do ciclo celular para permitir a replicagao do seu genoma. Em geral, o efeito se 
restringe as camadas mais externas das celulas cervicais, sendo relativamente benigno, 
como nas verrugas. As vezes, no entanto, um acidente genetico provoca a integragao 
dos genes virais que codificam as proteinas que impedem a parada do ciclo celular 
ao cromossomo da celula hospedeira, tornando-se ativos na camada basal, onde as 
celulas-tronco epiteliais residem (ver Figura 22-10). Isso leva ao cancer, com os genes 
virais agindo como oncogenes (Figura 20-40). 

Todo o processo, desde a infecgao ate o cancer invasivo, e lento, levando muitos 
anos. Ele envolve um longo estagio intermediary quando a area afetada do epitelio 
cervical esta visivelmente desordenada mas as celulas ainda nao comegaram a invadir 
o tecido conectivo subjacente - um fenomeno chamado neoplasia intraepitelial. Mui- 
tas dessas lesoes regridem de forma espontanea. Alem do mais, nesse estagio, ainda 
e facil curar a patologia com remogao cirurgica ou destruigao dessas celulas usando 
radiagao. Felizmente, a presenga desse tipo de lesao pode ser detectada raspando-se 
uma amostra de celulas da superficie do colo do utero e analisando-a ao microscopio 
(exame de Papanicolau). 

Ainda melhor, uma vacina foi desenvolvida para proteger contra a infecgao de 
cepas relevantes de papilomavirus humano. Essa vacina, dada a meninas antes da pu- 
berdade e, assim, antes de estarem sexualmente ativas, tem mostrado uma redugao 
significativa do risco de desenvolverem cancer de colo do utero. Pelo fato de o virus se 
disseminar pela atividade sexual, agora e recomendado que jovens do sexo masculino e 
feminino sejam vacinados. Os programas de imunizagao em massa tem comegado em 
varios paises. 

Agentes infecciosos podem gerar cancer de diversas maneiras 

Nos papilomavirus, os principais genes virais responsaveis por causar cancer sao cha- 
mados de E6 e E7. As proteinas desses oncogenes virais interagem com muitas proteinas 
celulares e se ligam particularmente a duas proteinas supressoras de tumor da celula 
hospedeira, pondo-as fora de agao e permitindo a celula replicar o seu DNA e se dividir 
de maneira descontrolada. Uma dessas proteinas hospedeiras e a Rb; a outra e a p53. 
Outros virus tumorais de DNA utilizam mecanismos similares para inibir Rb e p53, des- 
tacando a importancia central da inativagao de ambas as vias de supressao tumoral caso 
a celula esteja escapando dos controles normais de proliferagao. 


Figura 20-40 De que modo acredita-se que certos papilomavfrus deem origem ao can¬ 
cer de colo do utero. Os papilomavirus possuem cromossomos de DNA dupla fita circulares 
com cerca de 8 mil pares de nucleotideos. Esses cromossomos costumam ser mantidos de ma¬ 
neira estavel nas celulas basais do epitelio como plasmideos (circulos vermelhos), cuja replica¬ 
gao e regulada para que eles se mantenham na mesma proporgao dos cromossomos da celula 
hospedeira. (A) Normalmente, o virus perturba o ciclo celular do hospedeira apenas quando o 
virus esta programado para produzir progenitores infecciosos, nas camadas exteriores de um 
epitelio. Isso e relativamente inofensivo. (B) Acidentes, que sao raros, podem causar a integra¬ 
gao de um fragmento do plasmideo no cromossomo do hospedeira, alterando o ambiente dos 
genes virais nas celulas basais de um epitelio. Isso pode romper o controle normal da expressao 
genica viral. A produgao descontrolada de certas proteinas virais (E6 e E7) interfere no controle 
de divisao celular em celulas basais, contribuindo para gerar um cancer ( abaixo ). 
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Em outros canceres, os virus possuem agoes de promogao tumoral indiretas. Os 
virus da hepatite B e hepatite C, por exemplo, favorecem o desenvolvimento de cancer de 
figado gerando uma inflamagao cronica (hepatite), a qual estimula extensivamente a di- 
visao celular no figado que promove por fim o desenvolvimento de celulas tumorais. Na 
Aids, o virus da imunodeficiencia humana (HIV; do ingles, human immunodeficiency vi¬ 
rus) promove o desenvolvimento de um cancer que, de outra maneira, seria muito raro, 
denominado sarcoma de Kaposi, ao destruir o sistema imunologico, permitindo, assim, 
a instalagao de uma infecgao secundaria, como o herpes-virus humano (HHV-8; do in¬ 
gles, human herpes virus), que tern uma agao carcinogenica direta. Causando uma infla¬ 
magao grave, as infecgoes cronicas por parasitas e bacterias tambem podem promover o 
desenvolvimento de alguns canceres. Por exemplo, a infecgao cronica do estomago pela 
bacteria Helicobacter pylori, que causa ulcera, parece ser a principal causa de cancer de 
estomago; uma queda consideravel na incidencia de cancer de estomago na ultima me- 
tade de seculo (ver Figura 20-39) esta correlacionada com o declinio da incidencia de 
infecgoes por Helicobacter. 

A busca para a cura do cancer e diffcil, mas nao impossfvel 

A dificuldade de curar um cancer e semelhante a dificuldade de nos livrarmos das er- 
vas daninhas. As celulas cancerosas podem ser removidas cirurgicamente, ou destruidas 
mediante uso de compostos quimicos toxicos, ou ainda com radiagao, porem e diffcil 
erradicar todas elas. A cirurgia raras vezes pode eliminar todas as metastases, e os trata- 
mentos que matam as celulas cancerosas em geral sao toxicos para as celulas normais. 
Alem disso, diferentemente das celulas normais, as celulas cancerosas podem mutar ra- 
pidamente e desenvolver resistencia a farmacos e a irradiagao usados contra elas. 

Apesar dessas dificuldades, a cura efetiva usando farmacos anticancer (sozinhos 
ou em combinagao com outros tratamentos) ja foi encontrada para alguns canceres le- 
tais no passado, incluindo o linfoma de Hodgkin, o cancer de testiculos, o coriocarcino- 
ma, algumas leucemias e outros canceres da infancia. Mesmo para os tipos de cancer 
para os quais a cura parece estar longe das nossas expectativas, existem tratamentos que 
prolongam a vida ou pelo menos aliviam o sofrimento. Porem, que prospecto existe em 
melhorar o tratamento e achar a cura para as formas mais comuns de cancer, que ainda 
causam grandes sofrimentos e muitas mortes? 

As terapias tradicionais exploram a instabilidade genetica e a 
perda da resposta dos pontos de verificagao do ciclo celular em 
celulas cancerosas 

As terapias anticancer precisam tirar vantagem de algumas peculiaridades moleculares 
das celulas cancerosas que as distinguem das celulas normais. Uma propriedade e a ins¬ 
tabilidade genetica, refletindo deficiencias na manutengao dos cromossomos, pontos 
de verificagao do ciclo celular, e/ou reparo do DNA. Evidentemente, a terapia de can¬ 
cer mais utilizada parece agir explorando essas anormalidades, embora isso nao fosse 
de conhecimento dos cientistas que inicialmente desenvolveram os tratamentos. A ra¬ 
diagao ionizante e a maioria dos farmacos anticancer danificam o DNA ou interferem 
na segregagao dos cromossomos na mitose, e eles matam preferencialmente as celulas 
cancerosas porque estas possuem uma capacidade diminuida de sobreviver ao dano. As 
celulas normais tratadas com radiagao, por exemplo, param seus ciclos celulares ate que 
tenham reparado o dano aos seus DNAs, gragas as respostas dos pontos de verificagao do 
ciclo celular discutidas no Capitulo 17. Pelo fato de as celulas cancerosas em geral possu- 
l'rem defeitos nas suas respostas de verificagao, elas podem continuar a se dividir apos a 
radiagao, para morrerem apenas alguns dias depois porque o dano genetico permanece 
nao reparado. A maioria das celulas cancerosas costuma ser fisiologicamente desequi- 
librada em relagao ao estresse: elas vivem perigosamente. Mesmo que essas celulas te¬ 
nham evoluido no tumor para serem tolerantes ao menor dano ao DNA, elas sao hiper- 
sensiveis a maioria dos danos que podem ser gerados pela radiagao ou por farmacos que 
causem dano ao DNA. Um pequeno aumento do dano genetico pode ser suficiente para 
afetar o equilibrio entre proliferagao e morte. 
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Infelizmente, embora os defeitos moleculares presentes nas celulas cancerosas 
muitas vezes aumentem a sua sensibilidade aos agentes citotoxicos, eles tambem podem 
aumentar sua resistencia. Por exemplo, onde uma celula normal morreria por apoptose 
em resposta a um dano ao DNA, gragas a resposta ao estresse mediada pela p53, uma 
celula cancerosa pode escapar da apoptose por nao possuir a p53. Os canceres variam 
muito em relagao a sua sensibilidade aos tratamentos citotoxicos, com alguns respon- 
dendo a um farmaco e alguns deles a outros, refletindo provavelmente os defeitos parti- 
culares que cada cancer possui no reparo ao DNA, pontos de verificagao do ciclo celular 
e controles da apoptose. 

Novos farmacos podem matar celulas cancerosas seletivamente 
atingindo mutagoes especificas 

A radioterapia e os farmacos citotoxicos tradicionais sao pouco seletivos: eles agem em 
celulas normais assim como em celulas tumorais, e a margem de seguranga e peque- 
na. A dose em geral nao pode ser aumentada o suficiente para matar todas as celulas 
cancerosas, pois isso mataria o paciente, e os tratamentos curativos, quando possiveis, 
costumam exigir uma combinagao de agentes citotoxicos. Os efeitos adversos podem ser 
dificeis e pesados de suportar. Como podemos melhorar isso? 

O tratamento ideal e aquele letal para as celulas que possuam determinadas le- 
soes, presentes nas celulas cancerosas, porem inofensivo onde essas lesoes nao existam. 
Esse tipo de tratamento e chamado de letal-sintetico (do sentido original da palavra sm- 
tese, que significa "colocando junto”): ele mata apenas em parceria com a mutagao es- 
pecifica do cancer. Como nos tornamos incrivelmente habeis em identificar alteragoes 
especificas em celulas cancerosas que as fazem diferentes de suas celulas normais vizi- 
nhas, novas oportunidades para tratamentos precisamente direcionados estao surgindo. 
Terminamos este capitulo com alguns exemplos de novos tratamentos desse tipo que ja 
estao sendo introduzidos na clinica. 

Inibidores de PARP matam celulas cancerosas que possuem 
defeitos nos genes Brcal ou Brca2 

Como ja enfatizamos, a instabilidade das celulas cancerosas as torna perigosas e vul- 
neraveis - perigosas por causa do aumento de sua capacidade de evoluir e proliferar, e 
vulneraveis porque o tratamento que provoca ainda mais perturbagoes geneticas pode 
leva-las alem do limite e mata-las. Em alguns canceres, a instabilidade genetica resulta 
de uma falha identificada em um de varios dispositivos dos quais as celulas normais de- 
pendem para o reparo e a manutengao do DNA. Nesse caso, um farmaco que e feito sob 
medida para bloquear uma parte complementar da maquinaria de reparo ao DNA pode 
levar a danos geneticos tao graves que a celula cancerosa morre. 

Estudos detalhados dos mecanismos de manutengao do DNA discutidos no Capi¬ 
tulo 5 revelam uma quantidade surpreendente de redundances aparentes. Assim, no- 
cautear uma determinada via para o reparo do DNA costuma ser menos desastroso do 
que se poderia esperar, pois uma via alternativa de reparo deve existir. Por exemplo, a 
forquilha de replicagao de DNA parada pode ocorrer quando a forquilha encontra uma 
quebra de fita simples de DNA na fita-molde, mas as celulas podem evitar o desastre 
que resultaria por meio do reparo direto dessa quebra na fita simples ou, se isso falhar, 
pelo reparo da forquilha quebrada resultante mediante recombinagao homologa (ver 
Figura 5-50). Suponha que as celulas em um tipo de cancer particular tornaram-se ge- 
neticamente instaveis adquirindo mutagoes que diminuem a capacidade de repararem 
forquilhas de replicagao quebradas mediante recombinagao homologa. Seria possivel 
erradicar o cancer tratando-o com um farmaco que iniba o reparo de quebra em uma 
das fitas, desse modo aumentando bastante o numero de forquilhas paralisadas? As 
consequencias esperadas de tal tratamento devem ser relativamente inofensivas para as 
celulas normais, porem letais para as celulas cancerosas. 

Essa estrategia parece funcionar para matar as celulas em pelo menos uma clas- 
se de canceres - aqueles que tern ambas as copias inativadas dos genes supressores de 
tumores Brcal ou Brca2. Como descrito no Capitulo 5, Brca2 e uma protema acessoria 
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Figura 20-41 Como a instabilidade 
genetica de um tumor pode ser explo- 
rada para a terapia do cancer. Como 
explicado no Capitulo 5, a manutengao 
das sequences de DNA e tao crftica para 
a vida que as celulas desenvolveram multi- 
plas vias para o reparo de lesoes do DNA, 
reduzindo a replicagao dos erros no DNA. 
Como ilustrado na figura, uma forquilha 
de replicagao de DNA sera paralisada toda 
vez que uma quebra na fita-molde for 
encontrada. Nesse exemplo, as celulas 
normals tern duas vias de reparo diferentes 
que as ajudam a evitar o problema, via 1 
e via 2. Dessa maneira, elas nao seriam 
afetadas por um farmaco que bloqueia 
a via de reparo 1. Porem, devido ao fato 
de a inativagao da via de reparo 2 ter sido 
selecionada durante a evolugao da celula 
tumoral, as celulas tumorais sao mortas 
pelo mesmo tratamento. 

No presente caso apontado nesse 
exemplo, a fungao da via de reparo 1 
(necessitando da proteina PARP discutida 
no texto) e remover quebras persistentes 
e acidentais na fita simples de DNA antes 
de serem encontradas pela forquilha de 
replicagao em movimento. A via 2 e um 
processo dependente de recombinagao 
(necessitando das protefnas Brcal e Brca2) 
para reparar forquilhas de replicagao para- 
lisadas ilustradas na Figura 5-50. Inibidores 
de PARP sao promissores para o tratamen¬ 
to de canceres com genes supressores 
tumorais Brcal e Brca2 defeituosos. 
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que interage com a proteina Rad51 (o analogo RecA em humanos) no reparo ao DNA 
fita dupla danificado por meio de recombinagao homologa. Brcal e outra proteina ne- 
cessaria para o processo de reparo. Assim como o gene Rb, os genes Brcal e Brca2 foram 
descobertos como mutagoes que predispoem os humanos ao cancer - nesse caso, prin- 
cipalmente cancer de mama e ovarios (embora, ao contrario de Rb, eles paregam estar 
envolvidos em uma pequena fragao de tais canceres). Indivlduos que herdam uma copia 
mutada de Brcal ou Brca2 desenvolvem tumores que inativaram a segunda copia do 
mesmo gene, presumivelmente porque essa alteragao torna as celulas geneticamente 
instaveis e aumenta a velocidade na progressao tumoral. 

Enquanto Brcal e Brca2 sao necessarias para o reparo da quebra na fita dupla de 
DNA, quebras na fita simples de DNA sao reparadas por outra maquinaria, envolvendo 
uma enzima chamada PARP (poli-ADP-ribose polimerase). O entendimento do meca- 
nismo basico de reparo ao DNA levou a uma descoberta surpreendente: farmacos que 
bloqueiam a atividade da PARP matam celulas deficientes de Brea com uma seletividade 
extraordinaria. Ao mesmo tempo, a inibigao de PARP tern pouco efeito sobre celulas nor- 
mais; de fato, camundongos geneticamente modificados para perder PARP1 - o princi¬ 
pal membro da familia PARP envolvido no reparo do DNA - permanecem saudaveis sob 
condigoes de laboratorio. Esse resultado sugere que, enquanto a via de reparo necessi¬ 
tando de PARP proporciona a primeira linha de defesa contra quebras persistentes na 
fita de DNA, essas quebras podem ser reparadas de maneira eficiente por uma via de re¬ 
combinagao genetica em celulas normais. Ao contrario, celulas tumorais que adquiriram 
instabilidade genetica pela perda de Brcal ou Brca2 perdem sua segunda linha de defesa 
e tornam-se, assim, sensiveis aos inibidores de PARP (Figura 20-41). 

Os inibidores de PARP ainda se encontram em fase de testes clinicos, mas eles tern 
gerado alguns resultados promissores, causando a regressao do tumor em pacientes de¬ 
ficientes de Brea e atrasando a progressao da doenga com relativamente menos efeitos 
adversos. Esses farmacos tambem parecem ser aplicaveis a canceres com outras mu¬ 
tagoes que geram defeitos na maquinaria de recombinagao homologa da celula - uma 
fragao pequena, porem significative dos casos de cancer. 

A inibigao de PARP fornece um exemplo do tipo de abordagem racional e altamen- 
te seletiva para a terapia do cancer que esta comegando a se tornar possivel. Junto com 
outros novos tratamentos a serem discutidos adiante, ela aumenta as esperangas para o 
tratamento de outros canceres. 
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Pequenas moleculas podem ser desenvolvidas par a inibir 
proteinas oncogenicas especificas 

Uma tatica obvia para tratar o cancer e atacar um tumor expressando um oncogene 
com um farmaco planejado para bloquear especificamente a fungao da protema que o 
oncogene codifica. Mas como tal tratamento pode evitar prejudicar as celulas normais 
dependentes da fungao do proto-oncogene do qual o oncogene evoluiu, e por que o far¬ 
maco mata as celulas cancerosas em vez de simplesmente acalma-las? Uma resposta 
pode estar no fenomeno da dependencia oncogenica. Uma vez que uma celula cancerosa 
tenha adquirido uma mutagao oncogenica, ela ira, muitas vezes, sofrer outras mutagoes, 
mudangas epigeneticas ou adaptagoes fisiologicas que as tornam dependentes da hipe- 
ratividade do oncogene inicial, assim como dependentes quimicos dependem de doses 
cada vez maiores das drogas que usam. Bloquear a atividade da protema oncogenica 
pode levar a morte da celula cancerosa sem dano significativo para as celulas normais 
vizinhas. Alguns sucessos notaveis tern sido alcangados dessa forma. 

Como vimos antes, a LMC costuma estar associada a uma translocagao cromosso- 
mica particular, visivel na forma do cromossomo Filadelfia (ver Figura 20-5). Ele resulta 
de uma quebra cromossomica e uma rejungao nos sitios de dois genes especificos, Abl e 
Bcr. A fusao dos dois genes cria um gene hibrido, denominado Bcr-Abl, que codifica uma 
protema quimerica, consistindo em um fragmento N-terminal de Bcr fusionado a porgao 
C-terminal de Abl (Figura 20-42). A Abl e uma tirosina-cinase envolvida na sinalizagao 
celular. A substituigao do fragmento Bcr pela porgao N-terminal de Abl torna-a superati- 
va, o que estimula a proliferagao inapropriada das celulas precursoras hematopoieticas 
que contem a protema e impede que essas celulas morram por apoptose - o que mui¬ 
tas delas fariam em situagao normal. Como resultado, um numero excessivo de celulas 
sangumeas se acumula na corrente circulatoria, produzindo a LMC. 

A protema quimerica Bcr-Abl e um alvo obvio para um ataque terapeutico. Bus- 
cando moleculas sinteticas que possam inibir a atividade de tirosina-cinase, descobriu- 
-se uma, chamada imatinibe, que bloqueia a Bcr-Abl (Figura 20-43). Quando o farmaco 
foi administrado a pacientes com LMC, quase todos mostraram uma melhora conside- 
ravel, com um aparente desaparecimento das celulas portadoras do cromossomo Fila¬ 
delfia em cerca de 80% deles. A resposta parece ser relativamente duravel: apos anos de 
tratamento continuo, muitos pacientes nao progrediram para estagios mais avangados 
da doenga - embora canceres resistentes ao imatinibe surjam com uma probabilidade 
em torno de 5% ao ano durante os primeiros anos. 

Os resultados nao foram tao bons para pacientes com progressao para a fase mais 
aguda da leucemia mieloide, conhecida como crise explosiva, quando a instabilidade 
genetica se instala e a evolugao da doenga se torna muito mais rapida. Tais pacientes 
mostram uma resposta no comego do tratamento e entao tern uma recaida, pois as 
celulas cancerosas se tornam resistentes ao imatinibe. Essa resistencia em geral e asso¬ 
ciada a mutagoes secundarias na porgao do gene Bcr-Abl que codifica o dominio cinase 
da protema, rompendo a capacidade do imatinibe de se ligar a cinase Bcr-Abl. Tern se 
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Figura 20-42 A conversao do proto- 
-oncogene Abl em um oncogene em 
pacientes com leucemia mieloide 
cronica. A translocagao cromossomica 
responsavel junta o gene Bcr no cromos¬ 
somo 22 ao gene Abl do cromossomo 9, 
gerando assim o cromossomo Filadelfia 
(ver Figura 20-5). A proteina fusionada 
resultante possui a porgao N-terminal da 
proteina Bcr fusionada a porgao 
C-terminal da proteina tirosina-cinase; 
como consequencia, o dominio cinase de 
Abl torna-se inapropriadamente ativado, 
dirigindo a excessiva proliferagao de um 
clone de celulas hematopoieticas da me- 
dula ossea. 
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Figura 20-43 Como o imatinibe bloqueia a atividade da proteina Bcr-Abl e interrompe a leucemia mie- 
loide cronica. (A) 0 imatinibe se liga ao sftio de ligagao do ATP no domfnio tirosina-cinase da Bcr-Abl e impede 
a Bcr-Abl de transferir urn grupamento fosfato do ATP para o residuo de tirosina em uma proteina-substrato. 

Isso bloqueia a transmissao do sinal para proliferagao celular e sobrevivencia. (B) Estrutura do complexo ima¬ 
tinibe (objeto solido azuf) com o domfnio tirosina-cinase da proteina Abl (representagao de fita), determinado 
por cristalografia de raios X. (C) Estrutura qufmica do imatinibe. 0 farmaco pode ser administrado por via oral; 
ele tern efeitos colaterais que em geral sao bem tolerados. (B, retirada de T. Schindler et al., Science 289:1938- 
1942, 2000. Com a permissao de A A AS.) 


desenvolvido agora uma segunda geragao de inibidores que funcionam efetivamente 
contra uma gama de mutantes resistentes ao imatinibe. Pela combinagao de um ou 
mais desses novos inibidores junto com o imatinibe como terapia inicial (ver adiante), 
parece que a CML - ao menos no estagio cronico (inicial) - pode se tornar uma doenga 
curavel. 

Apesar das complicagoes com a resistencia, o sucesso extraordinario do ima¬ 
tinibe e suficiente para tornar claro um principio importante: uma vez que entende- 
mos precisamente quais lesoes geneticas tern ocorrido no cancer, podemos comegar 
a planejar metodos racionais efetivos para trata-lo. Essa historia de sucesso tern ali- 
mentado esforgos para identificar pequenas moleculas inibitorias para outras protei- 
nas- cinase oncogenicas e usa-las para atacar as celulas cancerosas apropriadas. Um 
numero crescente esta sendo desenvolvido, incluindo moleculas que tern como alvo o 
receptor de EGF e estao aprovadas atualmente para o tratamento de alguns canceres 
de pulmao, assim como farmacos que atingem especificamente a oncoprotema B-Raf 
em melanomas. 

As protemas-cinase tern sido relativamente faceis de inibir com pequenas mole¬ 
culas como o imatinibe, e muitos inibidores de cinases estao sendo produzidos pelas 
companhias farmaceuticas na esperanga de que possam ser efetivos como farmacos 
para alguns tipos de canceres. Muitos canceres nao possuem uma mutagao oncoge¬ 
nica em protemas-cinase. Porem, a maioria dos tumores contem vias de sinalizagao 
ativadas inapropriadamente, para as quais um alvo em algum lugar pode ser encon- 
trado (Animagao 20.7). Como exemplo, a Figura 20-44 ilustra alguns dos farmacos 
anticancer e alvos que estao sendo testados atualmente para uma via em geral ativada 
em canceres. 
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Figura 20-44 Alguns farmacos antican¬ 
cer e alvos de medicamentos na via de 
sinalizagao Ras-MAP-cinase. Cada uma 
das proteinas de sinalizagao nesta figura 
foi identificada como um produto de um 
gene critico para o cancer, com excegao 
de Raf 1 e Erk. Essa via de sinalizagao Ras- 
-MAP-cinase e acionada por varios recep- 
tores tirosina-cinase (RTKs), incluindo o 
receptor EGF (ver Figuras 15-47 e 15-49). 
Os farmacos que sao anticorpos terminam 
em "mabe", enquanto aqueles que sao 
pequenas moleculas terminam em "nibe". 
(Adaptada de B. Vogelstein et al, Science 
339:1546-1558, 2013.). 


Muitos canceres podem ser tratados pelo aumento da resposta 
imune contra um tumor especffico 

Os canceres possuem interagoes complexas com o sistema imune, e seus varios com- 
ponentes podem as vezes ajudar assim como dificultar a progressao tumoral. Porem, 
por mais de um seculo, o sonho dos pesquisadores do cancer e aproveitar de alguma 
maneira o sistema imune de uma forma controlada e eficiente para exterminar as ce- 
lulas cancerosas, assim como ele elimina os organismos infecciosos. Finalmente, ha 
sinais de que esse sonho pode vir a se realizar um dia, pelo menos para alguns tipos 
de cancer. 

O tipo mais simples de terapia imunologica, ao menos conceitualmente, e injetar no 
paciente anticorpos que atinjam as celulas cancerosas. Essa abordagem tern tido algum 
sucesso. Em torno de 25% dos canceres de mama, por exemplo, expressam niveis elevados 
da protema Her2 (receptor 2 do fator de crescimento epidermico humano), um receptor 
tirosina-cinase relacionado com o receptor EGF que desempenha um papel no desenvol- 
vimento normal do epitelio mamario. Um anticorpo monoclonal chamado trastuzumabe, 
que se liga a Her2 e inibe sua fungao desacelera o crescimento de tumores de mama em 
humanos que superexpressam Her2, e e agora uma terapia aprovada para esses canceres 
(ver Figura 20-44). Uma abordagem relacionada utiliza anticorpos para direcionar mole¬ 
culas toxicas as celulas cancerosas. Anticorpos contra proteinas que sao abundantes na 
superficie de um tipo particular de celulas cancerosas, porem raras em celulas normais, 
podem ser conjugadas com moleculas toxicas para matar essas celulas que se ligam a mo- 
lecula de anticorpo. 

Uma grande expectativa gira em torno de uma abordagem diferente, baseada em 
um reconhecimento relativamente novo de que o microambiente tumoral e altamente 
imunossupressor. Como resultado, o sistema imune da vitima com cancer e impedido de 
destruir as celulas tumorais. Lembre que, de milhares de sequencias do genoma tumoral 
ate agora determinadas, sabemos que uma celula cancerosa tipica ira conter na ordem 
de 50 proteinas com mutagoes que alteram a sequencia de aminoacidos, a maioria delas 
mutagoes “passageiras” como ja explicado (ver p. 1104). Muitas dessas proteinas mu- 
tantes serao reconhecidas pelo sistema imune como estranhas, porem - para permitir 
que as celulas cancerosas sobrevivam ao longo do curso da progressao tumoral - as ce¬ 
lulas cancerosas tern desenvolvido um conjunto de defesas anti-imunes. Essas defesas 
incluem a expressao de uma ou mais proteinas na superficie das celulas cancerosas que 
se ligam a receptores inibitorios em celulas T ativadas. 
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CELULAS CANCEROSAS 
PROTEGIDAS POR UM 
AMBIENTE IMUNOSSUPRESSOR 



CELULAS CANCEROSAS 
MORTAS POR CELULAS T 
QUANDO A IMUNOSSUPRESSAO 
E REMOVIDA 


(A) 



Figura 20-45 Terapias planejadas para 
remover o microambiente imunossu- 
pressor em tumores. (A) As celulas em 
um tumor produzirao diversas proteinas 
mutantes. Como descrito no Capitulo 24, 
peptideos dessas proteinas serao apresen- 
tados em complexos de MHC na superficie 
da celula tumoral e em geral ativam uma 
resposta de celulas T que destroi esse tu¬ 
mor (ver Figura 24-42). Entretanto, como 
esquematicamente ilustrado, durante o 
curso da progressao tumoral, as celulas 
cancerosas desenvolveram mecanismos 
imunossupressores que as protegem da 
morte. (B) As celulas em um tumor geral- 
mente protegem a si mesmas do ataque 
imune expressando proteinas em suas su¬ 
perficies que se ligam e ativam receptores 
inibitorios nas celulas T. Como indicado, 
isso gera a suscetibilidade do tumor a 
terapias com anticorpos especificos. Nesse 
diagrama, dois receptores inibitorios estao 
ilustrados, PD1 e uma protefna hipotetica 
X. Tumores diferentes protegem a si mes- 
mos por meio da ativagao de diferentes 
membros de um grande conjunto de 
receptores inibitorios das celulas T, alguns 
dos quais nao estao bem caracterizados 
ainda. 


O sistema imune normal esta sujeito a controles complexos que mantem sua ati- 
vidade dentro de limites seguros e impedem o desenvolvimento de autoimunidade. Os 
receptores inibitorios que sao expressos na superficie das celulas T ativadas possuem 
uma fungao normal importante: eles controlam a resposta imune mediante regulagao 
negativa da resposta das celulas T em circunstancias apropriadas. Porem, em um contex¬ 
to tumoral, a regulagao negativa e inapropriada, pois ela impede o organismo de matar 
celulas cancerosas que estao ameagando sua sobrevivencia. 

Em seu ataque a organismos infecciosos, o sistema imune natural costuma elimi- 
nar cada trago de infecgao e manter essa imunidade a longo prazo. O desafio e encontrar 
formas de recrutar o sistema imune para atacar o cancer com eficiencia e especificidade 
semelhantes, cagando as celulas cancerosas a partir dos antigenos especificos expressos 
pelo tumor. Com esse objetivo, um novo tipo de terapia anticancer tern se concentrado 
em superar o ambiente imunossupressor do tumor com o uso de anticorpos especificos 
que evitam que as celulas tumorais entrem em contato com os receptores inibitorios nas 
celulas T. Como ilustrado na Figura 20-45A, bloqueando a agao dos supressores imunes 
com tais tratamentos, deve ocorrer um ataque do sistema imune as celulas cancerosas. 
Multiplos antigenos sao reconhecidos como estranhos; assim, as celulas cancerosas nao 
podem escapar pela perda mutacional de um unico antigeno, tornando dificil para o tu¬ 
mor escapar do ataque das celulas T. 

Essa e uma estrategia potencialmente perigosa. Se provocamos o sistema imune 
a reconhecer as celulas cancerosas como alvos para destruigao, ha um risco de efeitos 
adversos autoimunes com terriveis consequencias para os tecidos normais do corpo, 
visto que celulas cancerosas e celulas normais sao parentes proximas e compartilham 
a maioria de suas caracteristicas moleculares. Entretanto, alguns sucessos recentes sao 
uma grande promessa para o futuro. 

Uma das muitas moleculas envolvidas na manutengao da atividade normal do sis¬ 
tema imune em niveis seguros e a protema chamada CTLA4 (proteina 4 associada a linfo- 
citos T citotoxicos), a qual funciona como um receptor inibitorio na superficie das celulas 
T. Caso a fungao da CTLA4 seja bloqueada, as celulas T tornam-se mais reativas e podem 
atacar celulas que elas deveriam deixar em paz. Em particular, as celulas T podem atacar 
celulas tumorais que sao reconhecidas como anormais, porem cuja presenga foi tolerada 
previamente. Com isso em mente, imunologistas do cancer desenvolveram um anticorpo 
monoclonal, chamado de ipilimumabe, que se liga a CTLA4 e bloqueia sua agao. Injetado 
repetidamente em pacientes com melanoma metastatico, esse anticorpo aumentou seu 
tempo de vida medio em alguns meses e, em um grande estudo clinico, permitiu que um 
quarto deles sobrevivesse por cinco anos ou mais - muito alem das expectativas em com- 
paragao com pacientes sem esse tratamento. Ainda mais promissores sao os estudos clini- 
cos recentes utilizando a combinagao de dois anticorpos, um contra CTLA4 e outro contra 
PD1, um segundo receptor de superficie das celulas T que em geral restringe sua atividade. 
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Em ensaios clinicos utilizando tais tecnicas, uma fragao substancial de pacientes 
respondeu de forma consideravel, com seus canceres permanecendo em remissao por 
anos, ao mesmo tempo em que o tratamento falhou em ajudar outros pacientes com o 
mesmo tipo de cancer. Uma explicagao possivel e que, enquanto a maioria dos tumores 
expressa protemas que os protegem do ataque das celulas T, essas protemas sao diferen- 
tes em diferentes tumores. Assim, enquanto alguns tumores respondem notavelmente 
quando tratados com um anticorpo que bloqueia um agente imunossupressor particular, 
muitos outros nao respondem. Se isso for verdade, podemos entrar na era da imunotera- 
pia personalizada, em que cada paciente tera seu tumor molecularmente analisado para 
determinar seus mecanismos particulares de imunossupressao. O paciente sera entao 
tratado com um coquetel especifico de anticorpos planejados para remover esse bloqueio 
(ver Figura 20-45). 

Os canceres desenvolvem resistencia as terapias 

Expectativas demasiadas tern de ser moderadas mediante realidades preocupantes. Vi- 
mos que a instabilidade genetica pode gerar um calcanhar de Aquiles que as terapias 
para o cancer podem explorar, mas, ao mesmo tempo, isso pode tornar a erradicagao da 
doenga mais dificil por permitir que as celulas cancerosas desenvolvam resistencia aos 
farmacos terapeuticos, muitas vezes em um ritmo alarmante. Isso se aplica ate mesmo a 
farmacos que visam sua propria instabilidade genetica. Assim, inibidores de PARP geram 
remissoes valiosas da enfermidade, porem, a longo prazo, a doenga costuma voltar. Por 
exemplo, canceres deficientes de Brea podem desenvolver, as vezes, resistencia a inibi¬ 
dores de PARP por adquirirem uma segunda mutagao no gene Brea afetado que restaura 
a sua fungao. Ate la, o cancer ja esta fora de controle e pode ser tarde demais para afetar 
o curso da doenga com tratamentos adicionais. 

Existem diferentes estrategias pelas quais os canceres podem desenvolver resis¬ 
tencia a farmacos anticancer. Muitas vezes, um cancer pode ser drasticamente reduzido 
em tamanho por um tratamento inicial com farmacos, com todas as celulas tumorais 
detectaveis aparentemente desaparecendo. Contudo, meses ou anos depois, o cancer 
reaparecera em uma forma alterada que e resistente ao farmaco que havia sido bem- 
-sucedido primeiramente. Nesses casos, fica evidente que o tratamento inicial falhou em 
destruir algumas pequenas fragoes de celulas na populagao de celulas tumorais origi- 
nais. Essas celulas escaparam da morte pelo fato de carregarem uma mutagao de prote- 
gao ou uma mudanga epigenetica, ou talvez porque simplesmente estavam a espreita em 
um ambiente protegido. Por fim, elas acabam regenerando o cancer porque continuam 
proliferando, mutando e evoluindo ainda mais. 

Em alguns casos, celulas que sao expostas a um farmaco anticancer adquirem 
resistencia nao apenas aquele farmaco, mas tambem a outros farmacos aos quais elas 
nunca foram expostas. Esse fenomeno de resistencia a multiplas drogas esta correla- 
cionado, frequentemente, com a amplificagao de uma parte do genoma que contem o 
gene chamado Mdrl ou Abcbl. Esse gene codifica uma ATPase de transporte localizada 
na membrana plasmatica pertencente a superfamilia de protemas de transporte, de- 
nominada ABC (como discutido no Capitulo 11), que bombeia substancias lipofilicas 
para fora da celula (ver Animagao 11.5). A superprodugao dessa protema (ou de outros 
membros da familia) por uma celula cancerosa pode impedir o acumulo intracelular de 
muitos farmacos citotoxicos, tornando a celula insensivel a eles. 

Nessa batalha para frente e para tras entre o avango do cancer metastatico e a te- 
rapia, o cancer costuma veneer. Precisa ser assim? Como discutiremos a seguir, ha uma 
razao para pensar que pode ser muito melhor atacar o cancer com diversas armas de 
uma vez so, ao inves de utilizar uma apos a outra, cada uma ate falhar. 

Terapias combinadas podem ter sucesso onde tratamentos com 
um farmaco de cada vez falham 

Hoje, canceres descobertos em estagios iniciais muitas vezes podem ser curados com 
cirurgia, radioterapia ou medicamentos. Para a maioria dos canceres que progridem 
e geram metastases, entretanto, a cura ainda esta alem de nos. Tratamentos como os 



1140 PARTE V As celulas em seu contexto social 


Figura 20-46 Por que o tratamento 
com multiplos farmacos pode ser mais 
efetivo do que o tratamento sequen- 
cial para a terapia do cancer. 

(A) Devido ao fato de as celulas tumorais 
serem hipermutaveis, o tratamento com 
dois medicamentos que sao administrados 
sequencialmente em geral permite a sele- 
gao de clones de celulas mutantes que sao 
resistentes aos dois farmacos. 

(B) 0 tratamento simultaneo com ambos 
os farmacos pode ser mais efetivo. 


TRATAMENTO COM TRATAMENTO COM 

O fArmaco A o fArmaco B 



(A) 


A, forma um tumor 


B, forma um tumor 


CANCER DESCONTRO- 
LADO RESISTENTE A 
AMBOS OS FARMACOS 


TRATAMENTO SIMULTANEO 
COM OS FARMACOS A E B 


(B) 



Nenhuma celula 
e resistente a 
ambos os farmacos 


CANCER CURADO 


LEGENDA: 

6b = celula sensivel a A e B 
6b = celula resistente a A 
6b = celula resistente a A e B 


recem-descritos podem conceder remissoes valiosas, porem cedo ou tarde eles sao se- 
guidos por uma recidiva. 

Mesmo assim, para algumas formas relativamente raras de cancer avangado, tera- 
pias curativas tem sido desenvolvidas. Elas costumam envolver um coquetel de diferentes 
agentes anticancer: por tentativa e erro, certas combinagoes de farmacos citotoxicos tem 
destruido completamente o cancer. Descobrir essas combinagoes, ate entao, era um busca 
longa e dificil. Mas agora, armados com nossas novas ferramentas para identificar lesoes 
geneticas especificas que as celulas cancerosas possuem, o prognostico e muito melhor. 

A logica das terapias combinadas e a mesma por tras do tratamento atual do HIV- 
-Aids com um coquetel de tres diferentes inibidores da protease: enquanto sempre pode 
haver algumas celulas na populagao inicial carregando uma mutagao rara que confere 
resistencia a qualquer medicamento do tratamento, nao existem celulas transportando 
todo o conjunto de raras mutagoes que conferem resistencia aos diferentes farmacos 
administrados simultaneamente. Ao contrario, tratamentos medicamentosos sequen- 
ciais irao permitir que algumas poucas celulas resistentes ao primeiro medicamento se 
multipliquem em grande numero. Nessa numerosa populagao de celulas resistentes ao 
primeiro farmaco, um pequeno numero de celulas resistentes ao proximo farmaco pode 
ter surgido; e assim sucessivamente (Figura 20-46). 

Agora temos as ferramentas para gerar terapias combinadas 
adaptadas a cada paciente 

A terapia combinada eficiente e racional precisa de tres coisas. Primeiro, temos que 
identificar as multiplas peculiaridades das celulas cancerosas que as tornam vulnera- 
veis enquanto as celulas normais nao. Segundo, temos que produzir farmacos (ou outros 
tratamentos) que sejam direcionados a cada uma dessas vulnerabilidades. Terceiro, pre- 
cisamos combinar os farmacos com o conjunto de peculiaridades especificas presentes 
nas celulas cancerosas de cada paciente. 

A primeira necessidade esta parcialmente concluida: temos vastos catalogos de 
genes criticos para o cancer que sao comumente mutados nas celulas cancerosas. O 
segundo item e mais dificil, porem atingivel: descrevemos alguns recentes sucessos, e, 
para os pesquisadores, existe um clima de empolgagao no ar. Esta se tornando possivel 
utilizar nosso crescente conhecimento celular e molecular para planejar novos farma¬ 
cos contra alvos selecionados. Ao mesmo tempo, metodos automatizados eficientes de 
alto rendimento estao dispomveis para triar grandes bibliotecas de compostos quimicos 
que paregam ser efetivos contra celulas com um defeito relacionado ao cancer. Nessas 
buscas, o objetivo e a letalidade sintetica: a morte celular que ocorre quando e apenas 
quando um farmaco em particular e colocado junto com uma anormalidade particular 
de uma celula cancerosa. Por meio dessas e de outras estrategias, o repertorio de farma¬ 
cos anticancer para um alvo especifico esta aumentando rapidamente. 
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Isso nos traz a nossa terceira necessidade: a terapia - a escolha de farmacos para 
serem administrados em conjunto - deve ser adaptada a cada paciente. Tambem aqui, 
as perspectivas sao promissoras. Os canceres evoluem ao longo de um processo funda- 
mentalmente aleatorio, e cada paciente e diferente; porem, metodos modernos de ana- 
lise do genoma nos permitem caracterizar celulas de uma biopsia com uma riqueza de 
detalhes que nos possibilita descobrir quais genes criticos para o cancer estao afetados 
em um caso particular. Evidentemente, isso nao e tao simples: as celulas tumorais em 
um paciente sao heterogeneas, e nao sao todas que possuem as mesmas lesoes gene- 
ticas. Entretanto, com o grande conhecimento das vias de evolugao do cancer e com a 
experiencia adquirida a partir de diversos casos diferentes, sera possivel fazer bons pal- 
pites de terapias ideais para usar. 

Da perspectiva do paciente, o ritmo de avango das pesquisas sobre cancer parece 
ser frustrantemente lento. Cada novo medicamento precisa ser testado na clinica, pri- 
meiramente quanto a seguranga e depois quanto a eficacia, antes que possa ser liberado 
para uso de todos. E caso o farmaco deva ser utilizado em combinagao com outros, a 
terapia combinada deve passar pelo mesmo processo. Regras eticas rigorosas restringem 
a realizagao dos ensaios clinicos, ou seja, eles levam tempo - alguns anos, em geral. Po¬ 
rem, passos lentos e cautelosos, sendo executados sistematicamente na diregao correta, 
podem levar a grandes avangos. Ainda ha muito que caminhar, mas os exemplos que 
discutimos fornecem provas conceituais e fundamentos para o otimismo. 

A partir dos esforgos na pesquisa do cancer, temos aprendido muito sobre a bio- 
logia molecular das celulas normais. Agora, cada vez mais, estamos descobrindo como 
colocar esse conhecimento em uso na batalha contra o proprio cancer. 

Resumo 

Nosso crescente entendimento acerca da biologia celular dos canceres ja comegou a levar 
a melhores maneiras de prevenir, diagnosticar e tratar essas doengas. Terapias anticancer 
podem ser planejadas para destruir preferencialmente as celulas cancerosas, explorando 
as propriedades que as distinguem das celulas normais, incluindo a dependencia, por par¬ 
te das celulas cancerosas, de proteinas oncogenicas e os defeitos que possuem em seus me- 
canismos de reparo ao DNA. Agora temos boas evidencias de que, por meio da crescente 
compreensao dos mecanismos de controle das celulas normais e de como exatamente elas 
sao subvertidas em canceres especificos, poderemos porfim desenvolverfarmacos que ma- 
tam canceres precisamente mediante ataque das moleculas espedficas necessarias para o 
crescimento e a sobrevivencia das celulas cancerosas. Alem disso, grandes progressos fo- 
ram alcangados recentemente com o uso de abordagens imunologicas sofisticadas para a 
terapia do cancer. E, conforme nos tornamos mais capazes de determinar quais genes es¬ 
tao alterados nas celulas de um dado tumor, comegamos a fazer tratamentos sob medida 
mais acurados para cada paciente. 


OQUE NAO SABEMOS 

• 0 que e necessario para que uma 
celula cancerosa faga metastase? 

• Como as analises moleculares de 
um tumor individual podem ser 
mais eficientemente utilizadas no 
planejamento de terapias efetivas 
para mata-lo? 

• Podemos identificar caractensticas 
gerais comuns a todas as celulas 
cancerosas - como a produgao de 
proteinas mutadas e enoveladas 
de forma incorreta - que venham 
a ser utilizadas na destruigao dire- 
cionada de varios tipos diferentes 
de cancer? 

• E possivel desenvolver exames 
de sangue sensiveis e confiaveis 
para detectar canceres de forma 
bem precoce, antes que tenham 
atingido um tamanho em que o 
tratamento com um unico farma¬ 
co sera geralmente frustrado pela 
sobrevivencia de uma variante re- 
sistente preexistente? 

• Como os efeitos ambientais obser- 
vados nas taxas de cancer podem 
ser explorados para reduzir os can¬ 
ceres evitaveis? 

• Novas tecnologias podem ser pro- 
duzidas para revelar exatamente 
como uma micrometastase quies- 
cente torna-se um tumor metasta- 
tico completo? 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

20-1 O carcinogeno quimico dimetilbenzen[a]antraceno 
(DMBA) deve ser um mutagenico especifico extraordinario 
visto que 90% dos tumores de pele que ele causa possuem uma 
alteragao de A para T no mesmo local no gene mutante Ras. 

20-2 Na via reguladora celular que controla o crescimento 
e a proliferagao celular, os produtos dos oncogenes sao com- 
ponentes estimuladores e os produtos dos genes supressores 
tumorais sao componentes inibidores. 

20-3 As terapias anticancer direcionadas somente para 
matar as celulas que se dividem rapidamente e que sao a 
parte principal do tumor provavelmente nao eliminarao o 
cancer de muitos pacientes. 


20-4 As principais causas ambientais do cancer sao os 
produtos do nosso modo de vida altamente industrializado, 
como a poluigao e os aditivos alimentares. 

Discuta as questdes a seguir. 

20-5 Ao contrario do cancer de colon, cuja incidencia au- 
menta consideravelmente com a idade, a incidencia do os- 
teossarcoma - um tumor que ocorre mais nos ossos longos 
- tern seu pico na adolescencia. Os osteossarcomas sao re- 
lativamente raros em criangas jovens (ate 9 anos) e em adul- 
tos (apos 20 anos). Por que voce supoe que a incidencia de 
osteossarcoma nao mostra o mesmo tipo de idade-depen- 
dencia que o cancer de colon? 
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Figura Q20-1 Risco cumulativo 
da mortalidade por cancer de 
pulmao para nao fumantes, 
fumantes e ex-fumantes. 0 risco 
cumulativo e o total de mortes, 
como porcentagem, para cada 
grupo. Assim, para os que 
continuam fumando, 1 % morre 
de cancer de pulmao entre as 
idades de 45 e 55 anos; urn adi- 
cional de 4% morre entre os 55 
e os 65 anos (dando urn risco 
cumulativo de 5%); e mais 11 % 
morrem entre os 65 e os 75 
anos (para urn risco cumulativo 
45 55 65 75 85 de16%). 

Idade (anos) 

20-6 A mortalidade pelo cancer de pulmao foi acompa- 
nhada em grupos de homens no Reino Unido por 50 anos. A 
Figura Q20-1 mostra o risco cumulativo de morte por cancer 
de pulmao como uma fungao da idade e do habito de fumar 
para quatro grupos de homens: os que nunca fumaram, os 
que pararam na idade de 30 anos, os que pararam com 50 
anos e os que continuaram fumando. Os dados mostram de 
maneira clara que os indivlduos podem reduzir substancial- 
mente seu risco cumulativo de morrer por cancer de pulmao 
ao pararem de fumar. Qual seria a base biologica para essa 
observagao? 

20-7 Uma pequena parcela - 2 a 3% - de todos os cance- 
res, em varios subtipos, exibe um fenomeno bastante nota- 
vel: dezenas a centenas de rearranjos que primariamente 
envolvem um unico cromossomo ou uma regiao cromos- 
somica. As quebras podem ser bem agrupadas, com varias 
em algumas poucas quilobases; as jungoes dos rearranjos 
muitas vezes envolvem segmentos do DNA que nao foram 
originalmente colocados proximos no cromossomo. O nu- 
mero de copias de varios segmentos dentro do rearranjo 
cromossomico pode ser 0, indicando delegao, ou 1, indican- 
do retengao. 

Voce pode imaginar duas formas nas quais multiplos 
rearranjos localizados podem acontecer: um modelo de re¬ 
arranjo progressive com inversoes, delegoes ou duplicagoes 
contmuas envolvendo uma area localizada, ou um modelo 
de catastrofe no qual o cromossomo e quebrado em frag- 
mentos que sao unidos novamente em ordem aleatoria por 
ligagao nao homologa (Figura Q20-2). 

A. Qual dos dois modelos na Figura Q20-2 corresponde 
mais prontamente as caracteristicas desses cromossomos 
altamente rearranjados? Explique seu raciocmio. 

B. Para o modelo que voce escolheu, sugira como tais rear¬ 
ranjos multiplos devem surgir. (O real mecanismo ainda nao 
e conhecido.) 

C. Voce supoe que tais rearranjos sao os provaveis even- 
tos causadores nos canceres onde eles sao encontrados, 
ou eles sao provavelmente apenas eventos passageiros que 
nao tern relagao com o cancer? Se voce acredita que eles 
possam ser eventos condutores, sugira como tais rearranjos 
devem ativar um oncogene ou inativar um gene supressor 
tumoral. 


Nunca 



Modelo de rearranjo progressive 


Linhagem germinativa 




Modelo de catastrofe cromossomica 
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Figura Q20-2 Dois modelos para explicar os multiplos rearranjos cromos- 
somicos encontrados em alguns canceres. 0 modelo de rearranjos pro¬ 
gressives mostra a sequencia de rearranjos que interrompe o cromossomo, 
gerando configuragoes cromossomicas incrivelmente complexas. O modelo 
de catastrofe cromossomica mostra o cromossomo sendo fragmentado e 
depois reunido aleatoriamente, com algumas partes faltando. 


20-8 Praticamente todos os tratamentos de cancer sao de- 
senvolvidos para matar as celulas cancerosas, em geral pela 
indugao de apoptose. Entretanto, um cancer particular - leu- 
cemia pro-mielocitica aguda (LPA) - tern sido tratado com 
sucesso com acido trans- retinoico, que permite que os pro- 
-mielocitos se diferenciem em neutrofilos. Como uma alte- 
ragao nos estados de diferenciagao das celulas cancerosas da 
LPA poderia ajudar o paciente? 

20-9 Um dos maiores objetivos da terapia anticancer mo- 
derna e identificar pequenas moleculas - farmacos antican¬ 
cer - que podem ser usadas para inibir os produtos de um 
gene especifico e critico para o cancer. Caso voce esteja pro- 
curando por tais moleculas, voce planejaria inibidores para 
os produtos de oncogenes ou para os produtos de genes su- 
pressores tumorais? Explique por que voce poderia (ou nao) 
selecionar cada tipo de gene. 
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20-10 A poli-ADP-ribose polimerase (PARP) possui um 
papel fundamental no reparo de quebras de fitas simples de 
DNA. Na presenga do inibidor de PARP, o olaparibe, as que¬ 
bras de fita simples se acumulam. Quando uma forquilha de 
replicagao encontra uma quebra de fita simples, ela a con- 
verte em uma quebra de fita dupla, na qual celulas normais 
sao reparadas por meio de recombinagao homologa. Em 
celulas com a recombinagao homologa defeituosa, porem, a 
inibigao de PARP desencadeia a morte celular. 

Pacientes que possuem apenas uma copia funcional do 
gene Brcal, que e necessario para a recombinagao homologa, 
tern um risco muito mais alto de desenvolver cancer de mama 
e ovario. Canceres que surgem nos tecidos dessas pacientes 
podem ser tratados com sucesso com o olaparibe. Explique 
como esse tratamento com olaparibe mata as celulas cancero- 
sas nessas pacientes, mas nao afeta as celulas normais. 

20-11 O diabo-da-tasmania, um marsupial carmvoro da 
Australia, esta ameagado de extingao pela disseminagao de 
uma doenga fatal na qual um tumor maligno orofacial inter¬ 
fere na capacidade do animal de se alimentar. Voce e chama- 
do para analisar a fonte desse cancer incomum. Parece claro 
para voce que o cancer de alguma forma se propaga de ani¬ 
mal para animal, por suas lutas frequentes, que sao acompa- 
nhadas de dentadas na face e na boca. Para descobrir a fonte 
do cancer, voce isola tumores de 11 animais capturados em 
regioes bem separadas e os examina. Como seria esperado, 
os cariotipos das celulas tumorais sao altamente rearranja- 
dos em relagao aqueles do animal do tipo selvagem (Figura 
Q20-3). Surpreendentemente, voce observa que os carioti¬ 
pos das 11 amostras de tumores eram muito semelhantes. 
Um dos animais possui uma inversao no cromossomo 5 que 
nao esta presente no seu tumor facial. Como voce supoe 
que este cancer foi transmitido de animal para animal? Nao 
e mais provavel que tenha surgido como consequencia de 
uma infecgao por um virus ou um microrganismo? Explique 
seu raciocinio. 


(A) 
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Figura Q20-3 Cariotipo das celulas do diabo-da-tasmania. (A) Um diabo- 
-da-tasmania. (B) Cariotipo normal de um diabo-da-tasmania macho. 0 
cariotipo tern 14 cromossomos, incluindo XY. (C) Cariotipo de celulas cance- 
rosas encontrado em cada um dos 11 tumores facials estudados. 0 cariotipo 
possui 13 cromossomos, com ausencia dos cromossomos sexuais, ausencia 
do par de cromossomos 2, um cromossomo 6, dois cromossomos 1 com os 
bragos longos deletados e quatro marcas cromossomicas rearranjadas (MI¬ 
MA). (A, cortesia do Museu Victoria; B e C de A.M. Pearse e K. Swift, Nature 
439:549, 2006. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Desenvolvimento de 
organismos multicelulares 


CAPITULO 

21 


Animais e plantas iniciam a sua vida como uma celula unica - um ovulo fertilizado, ou 
zigoto. Durante o desenvolvimento, essa celula divide-se repetidamente para produzir 
diversos tipos de celulas diferentes, arranjadas em um padrao final de complexidade 
e precisao espetaculares. O objetivo da biologia celular do desenvolvimento e a com- 
preensao dos mecanismos celulares e moleculares que controlam essas transformagoes 
fantasticas (Animagao 21.1). 

Plantas e animais possuem diferentes estilos de vida e utilizam diferentes estrategias 
de desenvolvimento; neste capitulo, vamos nos concentrar nos animais. Quatro processos 
sao fundamentals para o desenvolvimento animal: (1) proliferagao celular, com a produ- 
gao de diversas celulas a partir de uma unica celula inicial; (2) interagoes celula-celula, que 
coordenam o comportamento de cada celula com aqueles das suas vizinhas; (3) especia- 
lizagao celular, ou diferenciagao, que da origem a celulas com diferentes caracteristicas 
em localizagoes distintas; e (4) movimento celular, que rearranja as celulas, formando te- 
cidos organizados e orgaos (Figura 21-1). E no quarto processo que o desenvolvimento de 
plantas difere radicalmente: as celulas vegetais nao sao capazes de migrar ou de se mover 
de forma independente no embriao, pois cada celula esta contida em uma parede celular, 
por meio da qual esta conectada as celulas adjacentes, conforme discutido no Capitulo 19. 

Em um embriao animal em desenvolvimento, os quatro processos fundamentais 
ocorrem em uma diversidade caleidoscopica de modos enquanto dao origem as diferen¬ 
tes partes do organismo. Assim como os membros de uma orquestra, as celulas de um 
embriao devem desempenhar seus papeis individual de maneira altamente coordena- 
da. No entanto, nao ha um regente no desenvolvimento embrionario - nenhuma autori- 
dade central - controlando o processo. Ao contrario, o desenvolvimento e um processo 
de organizagao propria, onde as celulas, conforme crescem e proliferam, organizam-se 
em estruturas de complexidade crescente. Cada uma das milhbes de celulas deve to mar 
a decisao de como se comportar, utilizando de modo seletivo as instrugoes geneticas 
contidas em seus cromossomos. 

Em cada etapa do seu desenvolvimento, as celulas encontram um conjunto limi- 
tado de opgoes, de modo que sua via de desenvolvimento se ramifica repetidas vezes, 
refletindo um grande conjunto de escolhas sequenciais. Assim como as decisoes que 
tomamos em nossas vidas, as escolhas feitas pelas celulas sao baseadas em suas con- 
digoes internas - que refletem a sua historia - e na influencia recebida de outras celu¬ 
las, sobretudo as que se localizam proximas. Para compreender o desenvolvimento, 
precisamos saber como cada escolha e controlada, e isso depende das escolhas feitas 
previamente. Alem disso, precisamos compreender como tais escolhas, uma vez feitas, 
influenciam a quimica e o comportamento da celula, e como o comportamento de di¬ 
ferentes celulas atua de modo sinergico para determinar a estrutura e fungao do corpo. 

Conforme as celulas se tornam especializadas, elas alteram nao apenas a sua qui¬ 
mica, mas tambem sua forma e conexao com outras celulas e com a matriz extracelular. 
Elas se deslocam e se organizam, dando origem a arquitetura complexa do corpo, com 
todos os seus tecidos e orgaos, cada um estruturado de modo preciso e com tamanho 
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Figura 21-1 Os quatro processos celulares essenciais que possibilitam a construgao de um organismo multicelular. 
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definido. Para compreender tal processo de origem da forma, ou morfogenese, devemos 
considerar as interagoes mecanicas e bioquimicas entre as celulas. 

A primeira vista, ninguem espera que o verme, a mosca, a aguia e a lula-gigante te- 
nham sido gerados pelos mesmos mecanismos de desenvolvimento, assim como nao se 
espera que os mesmos metodos tenham sido usados para fazer um sapato e um aviao. De 
forma surpreendente, no entanto, pesquisas realizadas nos ultimos 30 anos relevam que 
grande parte da maquinaria basica do desenvolvimento e essencialmente a mesma em 
todos os animais - nao apenas nos vertebrados, mas tambem em todos os principais filos 
de invertebrados. As moleculas reconhecidamente semelhantes e evolutivamente rela- 
cionadas definem os tipos de celulas animais especializadas, marcam as diferengas entre 
as regioes do corpo e ajudam a criar o padrao corporal animal. As protemas homolo- 
gas sao, com frequencia, funcionalmente intercambiaveis entre especies muito diferen- 
tes. Dessa forma, uma protema humana produzida artificialmente em uma mosca, por 
exemplo, pode desempenhar a mesma fungao que a versao dessa protema produzida 
normalmente pela mosca (Figura 21-2). Gragas a unidade subjacente dos mecanismos, 
pesquisadores do desenvolvimento celular tern feito grandes avangos em diregao a um 
entendimento coerente do desenvolvimento animal. 

Iniciaremos este capitulo com uma visao geral dos mecanismos basicos do desenvol¬ 
vimento animal. Em seguida discutiremos como as celulas do embriao se diferenciam para 
dar origem a padroes espaciais, como a sequencia de eventos do desenvolvimento e contro- 
lada, como os movimentos celulares contribuem para a morfogenese e como o tamanho dos 
animais e controlado. Encerraremos com o aspecto mais desafiador do desenvolvimento - 
os mecanismos que permitem a formagao do sistema nervoso altamente complexo. 

VISAO GERAL DO DESENVOLVIMENTO 

Os animais sobrevivem pela ingestao de outros organismos. Portanto, animais tao no- 
tavelmente distintos, como vermes, moluscos, insetos e vertebrados, compartilham ca- 
racteristicas anatomicas que sao essenciais a essa forma de vida. As celulas epidermicas 
formam uma camada externa protetora; as celulas do trato digestivo absorvem nutrientes 


Figura 21-2 Protemas homologas 
podem funcionar de modo intercam- 
biavel. (A-C) A protema Eyeless (tambem 
chamada de Pax6) controla o desenvolvi¬ 
mento ocular de Drosophila e, quando sua 
expressao e alterada durante o desenvol¬ 
vimento, pode induzir a formagao de um 
olho em um local anormal, como uma asa 
(B) ou uma pata (C). As micrografias ele- 
tronicas de varredura mostram uma regiao 
de tecido ocular na perna de uma mosca, 
resultante da expressao alterada do gene 
Eyeless de Drosophila (E) e do gene Pax6 
de lula (F). A protema homologa huma¬ 
na e praticamente de qualquer animal 
dotado de olhos, quando apresenta uma 
expressao alterada, como na mosca trans- 
genica, produz o mesmo efeito. 0 olho 
completo de uma Drosophila normal e 
mostrado para comparagao em (A) e (D). 
(B-C, cortesia de Georg Haider; D-F, de S. 

I. Tomarev, et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA 
94:2421-2426, 1997. Com permissao da 
National Academy of Sciences.) 
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do alimento ingerido; as celulas musculares promovem o movimento; e os neuronios e 
celulas sensoriais controlam o comportamento. Esses diferentes tipos celulares estao or- 
ganizados em tecidos e orgaos, formando a superftcie da pele que reveste a porgao exter¬ 
na, a boca para alimentagao e o trato digestivo interno para a digestao de alimentos - com 
musculos, nervos e outros tecidos organizados no espago entre a pele e o trato digestivo. 
Diversos animais apresentam um eixo definido - um eixo anteroposterior, com a boca e o 
cerebro na regiao anterior e com o anus na regiao posterior; um eixo dorsoventral, com a 
regiao das costas na porgao dorsal e o abdomen na regiao ventral; e ainda um eixo dextro- 
giro-levogiro. Nesta segao, discutiremos os mecanismos fundamentais responsaveis pelo 
desenvolvimento animal, iniciando com o estabelecimento do piano corporal basico. 

Mecanismos conservados estabelecem o piano corporal basico 

Caracteristicas anatomicas compartilhadas de animais se desenvolvem por meio de me¬ 
canismos conservados. Apos a fertilizagao, o zigoto costuma se desenvolver rapidamente 
ou passa por clivagens, dando origem a diversas celulas menores. Durante tais divisoes, o 
embriao, que ainda nao se alimenta, nao aumenta em tamanho. Essa fase do desenvolvi¬ 
mento e, a principio, completamente regulada e controlada pelo material genetico mater- 
no depositado no ovo. O genoma do embriao se mantem inativo ate o momento em que 
o mRNA e as proteinas maternas passam a ser abruptamente degradados. O genoma do 
embriao e ativado, e as celulas se unem para formar a blastula - em geral uma esfera solida 
de celulas ou uma esfera oca de celulas preenchida por liquido. Um processo complexo 
de rearranjo celular, chamado de gastrulagao (do grego, gaster, “ventre”), transforma a 
blastula em uma estrutura com multiplas camadas contendo um trato digestivo rudimen- 
tar (Figura 21-3). Algumas celulas da blastula permanecem na face externa, formando a 
ectoderme, que dara origem a epiderme e ao sistema nervoso; outras celulas sao inva- 
ginadas, formando a endoderme, que dara origem ao tubo digestivo e seus apendices, 
como pulmoes, pancreas e figado. Outro grupo de celulas se deslocara para o espago entre 
a ectoderme e a endoderme e formara a mesoderme, que dara origem a musculos, tecido 
conectivo, sangue, rins e varios outros componentes. O deslocamento futuro de celulas e a 
consequente diferenciagao celular originarao e refinarao a arquitetura embrionaria. 

A ectoderme, a mesoderme e a endoderme formadas durante a gastrulagao cons- 
tituem as tres camadas germinativas do embriao inicial. Diversas transformagoes pos- 
teriores no processo do desenvolvimento darao origem a estrutura elaborada dos orgaos. 
No entanto, o piano e o eixo corporal basicos estabelecidos na escala reduzida do em¬ 
briao durante a gastrulagao sao preservados na vida adulta, quando o organismo e bi- 
lhoes de vezes maior (Animagao 21.2). 



Ovo fertilizado 



(A) 


Tubo neural (ectoderme) 
Notocorda (mesoderme) 


Dorsal 

Direita ^ Posterior 

:4c 

Anterior Esquerda 

Ventral 


Somito (mesoderme) 


(B) 



Tubo digestivo (revestido 
pela endoderme) 


Broto posterior 


Placa lateral da mesoderme 
Endoderme e vitelo 


- Olho 


Epiderme (ectoderme) 


Figura 21-3 As etapas iniciais do desenvol¬ 
vimento, exemplificadas em uma ra. 

(A) Um ovo fertilizado se divide, dando origem 
a blastula - uma camada de celulas epiteliais 
circundando uma cavidade. Durante a gastru¬ 
lagao, algumas das celulas se deslocam para 
o interior, formando a mesoderme ( verde) e a 
endoderme ( amarelo ). As celulas da ectoderme 
{azul) permanecem na face externa. (B) Um 
corte longitudinal de um embriao de anfibio 
mostra o piano corporal animal basico, com 
uma camada de ectoderme na parte exterior, 
um tubo de endoderme na parte interna e a 
mesoderme localizada entre eles. A endoderme 
forma o revestimento epitelial do intestino, 
da boca ao anus. Ela origina nao somente a 
faringe, o esofago, o estomago e o intestino, 
mas tambem muitas estruturas associadas. 

As glandulas salivares, o figado, o pancreas, a 
traqueia e os pulmoes, por exemplo, desenvol- 
vem-se a partir da parede do trato digestivo, 
multiplicando-se e tornando-se sistemas de 
tubos ramificados que se conectam ao intestino 
ou a faringe. A endoderme forma apenas os 
componentes epiteliais dessas estruturas - o re¬ 
vestimento do intestino e as celulas secretoras 
do pancreas, por exemplo. A musculatura de 
suporte e os elementos fibrosos se originam da 
mesoderme. 

A mesoderme da origem aos tecidos 
conectivos - inicialmente ao grupo nao coeso 
de celulas do embriao, conhecido como me- 
senquima e, por fim, a cartilagem, aos ossos e 
ao tecido fibroso, incluindo a derme (a camada 
mais interna da pele). A mesoderme tambem 
forma os musculos, todo o sistema vascular - 
incluindo o coragao, os vasos sanguineos e as 
celulas do sangue - e os tubulos, os ductos e 
os tecidos de suporte dos rins e das gonadas. 

A notocorda se forma a partir da mesoderme 
e formara a parte central do futuro sistema es- 
queletico, e fonte dos sinais que coordenam o 
desenvolvimento dos tecidos adjacentes. 

A ectoderme formara a epiderme (a 
camada epitelial mais externa da pele) e as es¬ 
truturas acessorias da epiderme, como cabelos, 
glandulas sudoriparas e glandulas mamarias. 

Ela tambem originara todo o sistema nervoso, 
central e periferico, incluindo nao apenas os 
neuronios e a glia, mas tambem as celulas 
sensoriais do nariz, dos ouvidos, dos olhos e 
de outros orgaos sensoriais. (B, de T. Mohun 
et al., Cell 22:9-15, 1980. Com permissao de 
Elsevier.) 
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Figura 21-4 Via de desenvolvimento 
do blastomero ate um tipo celular 
diferenciado. A medida que o desenvol¬ 
vimento progride, as celulas tornam-se 
cada vez mais especializadas. Os blasto- 
meros tern potencial de originar a maior 
parte dos tipos celulares. Sob a influencia 
de moleculas de sinalizagao e de fatores 
reguladores geneticos, as celulas adotam 
destinos mais restritos ate que se diferen- 
ciem em tipos celulares altamente espe- 
cializados, como as celulas p das ilhotas 
pancreaticas que secretam o hormonio 
insulina. 


0 potencial de desenvolvimento das celulas se torna 
progressivamente restrito 

De modo concomitante com o refinamento do piano corporal, as celulas individuals se 
tornam progressivamente restritas no seu potencial de desenvolvimento. Durante os 
estagios de blastula, as celulas em geral sao totipotentes, ou pluripotentes - elas tern 
o potencial de dar origem a todos, ou quase todos, os tipos de celulas de um organis- 
mo adulto. A pluripotencia e perdida durante a gastrulagao: uma celula localizada na 
camada germinativa da endoderme, por exemplo, pode dar origem aos tipos celulares 
que irao revestir o trato digestivo, ou formar orgaos derivados do trato digestivo, como 
o figado ou pancreas, mas nao tern mais o potencial de formar estruturas derivadas da 
mesoderme, como o esqueleto, coragao, ou rins. Diz-se que essas celulas sao determi- 
nadas para a linhagem endodermica. Portanto, a determinagao das celulas inicia cedo 
no desenvolvimento e progressivamente diminui as opgoes possiveis conforme a celula 
passa por uma serie programada de etapas intermediarias - controlada em cada etapa 
pelo seu genoma, seu historico e suas interagoes com as celulas adjacentes. Tal processo 
atinge seu limite quando a celula passa pela sua diferenciagao terminal, originando 
um tipo celular altamente especializado no organismo adulto (Figura 21-4). Apesar de 
alguns tipos celulares do organismo adulto manterem certo grau de pluripotencia, sua 
gama de opgoes costuma ser pequena (discutido no Capitulo 22). 

A memoria celular e responsavel pelo processo de tomada de 
decisoes da celula 

Por tras da riqueza e da alta complexidade dos resultados do processo de desenvolvi¬ 
mento esta a memoria celular (ver p. 404). Os genes que uma celula expressa e a manei- 
ra como ela se comporta dependem do seu historico e das suas circunstancias presentes. 
As celulas do nosso corpo - as celulas musculares, os neuronios, as celulas da pele, as 
celulas do trato digestivo, etc. - mantem suas caracteristicas especializadas sobretudo 
por manterem um registro dos sinais extracelulares que suas celulas precursoras rece- 
beram durante o processo de desenvolvimento, e nao pelo fato de receberem tais ins- 
trugoes continuamente, a partir do seu ambiente circundante. Apesar de seus fenotipos 
radicalmente distintos, essas celulas retem o genoma completo presente no zigoto; as di- 
ferengas sao originadas da expressao diferencial de genes. Ja discutimos os mecanismos 
moleculares de regulagao genica, memoria celular, divisao celular, sinalizagao celular e 
movimento celular em capitulos anteriores. Neste capitulo, veremos como tais processos 
basicos sao empregados coletivamente para dar origem aos animais. 

Diversos organismos-modelo foram essenciais para a 
compreensao do desenvolvimento 

As caracteristicas anatomicas que os animais compartilham sofreram modificagoes 
extremas no decorrer da evolugao. Como resultado, as diferengas entre as especies sao 
mais visiveis aos nossos olhos humanos do que as similaridades. No entanto, no nivel 
dos mecanismos moleculares subjacentes, e das macromoleculas que os medeiam, o 
inverso e verdadeiro: as similaridades entre os animais sao profundas e extensas. Ao 
longo de mais de meio bilhao de anos de divergencia evolutiva, todos os animais man- 
tiveram o conjunto inequivocamente similar de genes e proteinas que sao responsaveis 
pelo estabelecimento do piano corporal e pela formagao de celulas especializadas e 
orgaos. 

Esse notavel grau de conservagao evolutiva nao foi descoberto a partir de um gran¬ 
de levantamento da diversidade animal, mas pelo estudo detalhado de um pequeno nii- 
mero de especies representativas - os organismos-modelo discutidos no Capitulo 1. Para 
a biologia do desenvolvimento animal, os organismos-modelo mais importantes sao a 
mosca Drosophila melanogaster, a ra Xenopus laevis, o verme cilmdrico Caenorhabditis 
elegans, o camundongo Mus musculus e o peixe-zebra Danio rerio. Durante a discussao 
dos mecanismos do desenvolvimento, utilizaremos exemplos extraidos principalmente 
dessas poucas especies. 
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Genes envolvidos na comunicagao entre as celulas e no 
controle da transcrigao sao especialmente importantes para o 
desenvolvimento animal 

Quais sao os genes que os animais compartilham entre si, mas nao com os demais reinos? 
Espera-se que esse conjunto inclua os genes especificamente necessarios para o desenvol¬ 
vimento animal, mas dispensaveis para a existencia unicelular. A comparagao dos genomas 
de animais com o genoma da levedura - um eucarioto unicelular - sugere que tres classes 
de genes tern especial importancia para a organizagao multicelular. A primeira classe inclui 
genes que codificam protemas utilizadas na adesao entre celulas e na sinalizagao celular; 
centenas de genes humanos codificam protemas de sinalizagao, receptores de superficie 
celular, protemas de adesao celular, ou canais ionicos ausentes na levedura ou presentes 
em numero bastante reduzido. A segunda classe inclui genes que codificam protemas que 
regulam a transcrigao e a estrutura da cromatina: mais de mil genes humanos codificam 
reguladores transcricionais, mas apenas cerca de 250 genes o fazem em leveduras. Con- 
forme veremos, o desenvolvimento animal e controlado por interagoes celula-celula e pela 
expressao diferencial de genes. A terceira classe de RNAs nao codificadores possui caracte- 
risticas mais incertas: essa classe inclui genes que codificam micro-RNAs (miRNAs), cor- 
respondendo a pelo menos 500 genes em humanos. Em conjunto com as protemas regu- 
ladoras, essas moleculas sao responsaveis por parte significativa do controle da expressao 
genica durante o desenvolvimento animal, mas a extensao da sua importancia ainda nao e 
clara. A perda de genes especificos de miRNAs em C. elegans, onde a fungao dessas mole¬ 
culas foi bem estudada, raramente resulta em fenotipos obvios, sugerindo que o papel dos 
miRNAs durante o desenvolvimento animal e em muitos casos sutil, atuando na regulagao 
fina da maquinaria de desenvolvimento, e nao na formagao de estruturas essenciais. 


0 DNA regulador parece ser o principal responsavel pelas 
diferengas entre as especies animais 


Conforme discutido no Capitulo 7, cada gene em um organismo multicelular esta associa- 
do a centenas de milhares de nucleotideos de DNA nao codificador que contem elementos 
reguladores. Esses elementos reguladores determinam quando, onde e com que intensi- 
dade um gene sera expresso, de acordo com os reguladores de transcrigao e estruturas da 
cromatina presentes em uma celula especifica (Figura 21-5). Como consequencia, uma 
alteragao no DNA regulador, mesmo na ausencia de alteragoes no DNA codificador, pode 
modificar a logica de regulagao genica e o resultado final do processo de desenvolvimento. 

Como discutido no Capitulo 4, quando comparamos o genoma de diferentes es¬ 
pecies de animais, observamos que o processo evolutivo alterou o DNA codificador e 
o DNA regulador de modos distintos. O DNA codificador, em sua maioria, e altamente 
conservado, e o DNA regulador nao codificador nem tanto. As alteragoes no DNA regu¬ 
lador sao amplamente responsaveis pelas diferengas notaveis entre as classes de ani¬ 
mais (ver p. 227). Podemos considerar os produtos proteicos das sequencias codifica- 
doras como um conjunto comum conservado de componentes moleculares, e o DNA 
regulador como as instrugoes para a montagem desses componentes: com instrugoes 
diferentes, o mesmo conjunto de componentes pode ser utilizado para gerar uma ampla 
variedade de estruturas corporais. Retornaremos a esse importante conceito mais tarde. 
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Figura 21-5 O DNA regulador define 
padroes de expressao genica durante 
o desenvolvimento. 0 genoma e o 
mesmo nas celulas musculares e da pele, 
mas diferentes genes sao ativados devido 
a expressao de diferentes reguladores da 
transcrigao, que se ligam aos elementos 
de regulagao dos genes. Por exemplo, 
os reguladores da transcrigao das celulas 
da pele reconhecem os elementos de 
regulagao do gene 1, induzindo a sua 
ativagao, enquanto um conjunto diferente 
de reguladores esta presente nas celulas 
musculares, ligando-se e ativando o gene 
3. Reguladores da transcrigao que ativam 
a expressao do gene 2 estao presentes nos 
dois tipos celulares. 
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Celulas direcionadas a uma 
nova via de desenvolvimento 

Figura 21-6 Sinalizagao indutiva. 


Figura 21-7 Dois mecanismos para a 
geragao de diferentes respostas a par- 
tir de um mesmo sinal indutivo. 

(A) Na sinalizagao combinatoria, o efeito 
do sinal depende da presenga de outros si- 
nais recebidos simultaneamente. (B) A par- 
tir da memoria celular, sinais previos (ou 
eventos) podem causar efeitos duradouros 
que alteram a resposta a sinalizagao atual 
(ver Figura 7-54). 0 efeito da memoria 
celular e representado aqui pelas cores dos 
nucleos das celulas. 


Um pequeno numero de vias de sinalizagao celula-celula 
conservadas coordena a formagao de padroes espaciais 

A formagao de padroes espaciais em um animal em desenvolvimento requer a diferen- 
ciagao de celulas de acordo com a sua posigao no embriao, ou seja, as celulas devem res¬ 
ponder a sinais extracelulares gerados por outras celulas, sobretudo celulas adjacentes. 
Em um processo que e, provavelmente, o modo mais comum de formagao espacial de 
padroes, um grupo de celulas possui o mesmo potencial de desenvolvimento, e sinais re¬ 
cebidos de celulas nao pertencentes a esse grupo induzem alteragoes nas caracteristicas 
de um ou mais membros do grupo. Esse processo e denominado sinalizagao indutiva . 
Em geral, a sinalizagao indutiva e limitada no tempo e no espago, de modo que apenas 
um subconjunto de celulas - as celulas mais proximas a fonte do sinal - responde ao 
sinal e adquire o carater induzido (Figura 21-6). Alguns sinais indutivos dependem do 
contato entre as celulas; outros sao capazes de atuar em um raio maior, e tal sinalizagao 
e mediada por moleculas que se difundem pelo meio extracelular, ou que sao transpor- 
tadas pela circulagao sangumea (ver Figura 15-2). 

Muitos dos eventos de indugao conhecidos no desenvolvimento animal sao me- 
diados por um pequeno numero de vias de sinalizagao altamente conservadas, incluin- 
do as vias do fator de crescimento transformador |3 (TGF(3), Wnt, Hedgehog, Notch e 
receptores tirosina-cinase (RTK) (discutidos no Capitulo 15). A descoberta, ao longo dos 
ultimos 25 anos, do numero limitado de vias de sinalizagao no desenvolvimento celular 
utilizadas para a comunicagao entre as celulas e uma das principais caracteristicas sim- 
plificadoras da biologia do desenvolvimento. 

Sinais simples dao origem a padroes complexos por meio do 
controle combinatorio e da memoria celular 

Como e possivel que um pequeno numero de vias de sinalizagao seja capaz de dar origem 
a imensa diversidade de celulas e padroes de organizagao? Tres tipos de mecanismos sao 
responsaveis. Primeiro, mediante duplicagao genica, os componentes basicos de uma via 
muitas vezes sao codificados por pequenas familias de genes homologos relacionados. 
Isso confere diversidade a operagao da via, de acordo com o membro dessa familia que 
e utilizado em uma dada situagao. A sinalizagao Notch, por exemplo, pode ser mediada 
por Notchl em um tecido, e por seu homologo, Notch4, em outro. Segundo, a resposta de 
uma celula a um determinado sinal proteico depende de outros sinais que a celula esteja 
recebendo simultaneamente (Figura 21 -7A). Como resultado, diferentes combinagoes de 
sinais podem dar origem a respostas distintas. Terceiro, e mais importante, o efeito da 
ativagao de uma via de sinalizagao depende das experiences previas da celula que recebe 
o sinal: influencias pregressas geram efeitos duradouros, registrados na conformagao da 
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Conjunto de celulas 

Figura 21-8 Formagao e interpretagao 
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cromatina e no conjunto de proteinas reguladoras da transcrigao e nas moleculas de RNA 
contidas na celula. Essa memoria permite que celulas com diferentes historicos respon- 
dam de modo distinto a um mesmo sinal (Figura 21-7B). Assim, as mesmas poucas vias 
de sinalizagao podem ser utilizadas repetidamente em diferentes momentos e locais, com 
resultados distintos, gerando padroes de complexidade ilimitada. 

Morfogenos sao sinais indutivos de longo alcance que exercem 
efeitos gradativos 

Moleculas de sinalizagao costumam controlar respostas simples do tipo sim ou nao - um 
efeito quando sua concentragao e alta, e outro efeito quando sua concentragao e baixa. 
Em muitos casos, no entanto, as respostas tern um ajuste mais fino: uma alta concentra¬ 
gao de uma molecula de sinalizagao pode, por exemplo, direcionar as celulas para uma 
via de desenvolvimento, uma concentragao intermediaria para outra via, e uma baixa 
concentragao, a outra via ainda. 

Uma forma comum de criar essas diferentes concentragoes de uma molecula de 
sinalizagao e a difusao dessa molecula a partir de uma fonte localizada de sinal, o que 
origina um gradiente de concentragao. As celulas a diferentes distancias da fonte sao di- 
recionadas a comportarem-se de varias maneiras diferentes, de acordo com a concentra¬ 
gao do sinal que elas recebem (Figura 21-8). Assim, uma molecula-sinal que impoe um 
padrao em um amplo campo de celulas e chamada de morfogeno. No caso mais simples, 
um grupo especializado de celulas produz o morfogeno em uma taxa continua, e o morfo¬ 
geno entao se difunde a partir desta fonte. A velocidade de difusao e a meia-vida do mor¬ 
fogeno determinarao juntas o alcance e a extensao do gradiente resultante (Figura 21-9). 

Esse mecanismo simples pode ser modificado de diversas maneiras. Receptores na 
superficie das celulas ao longo do caminho, por exemplo, podem capturar o morfogeno 
e promover a sua endocitose e degradagao, diminuindo sua meia-vida efetiva. Ou o mor¬ 
fogeno pode se ligar a moleculas da matriz extracelular, como o proteoglicano sulfato de 
heparana (discutido no Capitulo 19), reduzindo a sua taxa de difusao. 

A inibiqao lateral pode originar padroes de diferentes tipos celulares 

Gradientes de morfogenos, e outros tipos de sinais indutivos, utilizam a assimetria exis- 
tente no embriao para gerar mais assimetria e diferengas entre as celulas: ja no inicio, 
algumas celulas se especializam na produgao do morfogenos e, portanto, impoem um 
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Figura 21-9 Estabelecimento de um 
gradiente de sinal por difusao. 

(A-C) Cada grafico mostra seis estagios 
sucessivos do estabelecimento da concen¬ 
tragao de uma molecula-sinal produzida 
a taxas constantes na origem, com a pro¬ 
dugao comegando no tempo 0. Em todos 
os casos, a molecula sofre degradagao 
conforme se difunde a partir da fonte, e 
os graficos foram gerados assumindo que 
a difusao ocorre ao longo de dois eixos no 
espago (p. ex., radialmente a partir de uma 
origem em uma camada epitelial). (A) Pa¬ 
drao de distribuigao do morfogeno assu- 
mindo-se que a molecula tenha meia-vida 
de 170 minutos, e que se difunda em uma 
taxa de difusao constante, D = 1 |xm 2 s _1 , 
em geral observada para pequenas mole¬ 
culas proteicas em tecidos extracelulares. 
Observe que o gradiente ja esta proximo 
do estado de equilfbrio com o tempo de 
uma hora e que a concentragao no estado 
de equilfbrio diminui exponencialmente 
com a distancia. (B) Um aumento de tres 
vezes na constante de difusao do morfo¬ 
geno aumenta seu raio de alcance, mas 
diminui a sua concentragao na regiao pro- 
xima a fonte, enquanto (C) um aumento 
de tres vezes na meia-vida do morfogeno 
aumenta a sua concentragao ao longo do 
tecido. 0 efeito do morfogeno ira depen- 
der nao apenas da sua concentragao em 
um determinado momento, mas tambem 
da maneira com que cada celula-alvo 
responde a esse sinal ao longo do tempo. 
(Cortesia de Patrick Muller.) 
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1 Celula 2 



I Diferengas transitorias geram 
uma pequena assimetria 



I RETROALIMENTAgAO POSITIVA: 
a assimetria e amplificada 



Figura 21-10 Estabelecimento de assimetria mediante inibigao lateral e retroalimentagao positiva. 

Neste exemplo, duas celulas interagem, cada uma produzindo uma molecula X que atua na outra celula, inibin- 
do a produgao de X, urn efeito conhecido como inibigao lateral. Urn aumento na produgao de X em uma das 
celulas leva a uma retroalimentagao positiva que tende a aumentar a produgao de X nesta mesma celula, en- 
quanto diminui a quantidade de X na celula vizinha. Isso pode originar uma instabilidade crescente, tornando as 
duas celulas radicalmente distintas. Por fim, o sistema se estabiliza em urn dos dois estados opostos. A escolha 
final do estado representa uma forma de memoria: uma pequena influencia que no infcio direcionou uma esco¬ 
lha nao e mais necessaria para manter o estado final estavel. 

padrao em outra classe de celulas que sao sensiveis ao sinal. O que ocorreria na ausencia 
de uma assimetria inicial obvia? Um padrao regular pode se originar espontaneamente 
em um conjunto de celulas que a principio e homogeneo? 

A resposta e sim. O principio fundamental em que se baseia a formagao de padroes 
de novo e a retroalimentagao positiva: as celulas podem enviar sinais umas as outras, de 
modo que qualquer pequena discrepancia inicial entre as celulas em locais diferentes e 
amplificada, direcionando essas celulas a destinos distintos. Esse processo e mais clara- 
mente ilustrado no fenomeno da inibigao lateral, uma forma de interagao celula-celula 
que induz a diferenciagao de celulas proximas, gerando padroes refinados de diferentes 
tipos celulares. 

Considere um par de celulas adjacentes em um estado similar em um primeiro mo¬ 
menta. Cada uma dessas celulas pode gerar e responder a uma dada molecula sinaliza- 
dora X, com a caracteristica de que quanto mais forte o sinal recebido, menos sinalizador 
a celula produz (Figura 21-10). Se uma das celulas produzir mais X, a outra e induzi- 
da a produzir menos. Isso origina um processo de retroalimentagao positiva que tende 
a amplificar qualquer diferenga inicial entre as duas celulas adjacentes. Essa diferenga 
pode ter origem em condigoes impostas por algum fator externo anterior ou presente, 
ou simplesmente em flutuagoes aleatorias espontaneas, ou “ruido” - uma caracteristica 
inevitavel do circuito do controle genetico nas celulas (discutido no Capitulo 7). Em qual¬ 
quer um dos casos, a inibigao lateral significa que, se a celula 1 sintetizar um pouco mais 
de X, ela fara a celula 2 sintetizar menos; e como a celula 2 sintetiza menos X, ela causa 
uma inibigao menor na celula 1, o que permite que a produgao de X na celula 1 aumente 
ainda mais; e assim sucessivamente, ate que um estado de equilibrio seja atingido, onde a 
celula 1 produz grandes quantidades de X e a celula 2 produz muito pouco. No caso mais 
comum, a molecula sinalizadora X atua na celula-alvo por meio da regulagao da transcri- 
gao genica, e o resultado e a diferenciagao dessas duas celulas em diferentes vias. 

Em quase todos os tecidos, e necessaria uma mistura balanceada de diferentes ti¬ 
pos celulares. A inibigao lateral e um processo comum para a origem desses diferentes 
tipos celulares. Conforme veremos, a inibigao lateral e frequentemente mediada pelo in- 
tercambio de sinais nos pontos de contato entre as celulas, pela via de sinalizagao Notch, 
permitindo que celulas individuais que expressem um dado conjunto de genes induzam 
a expressao de um conjunto de genes distinto em um grupo de celulas adjacentes, da 
mesma forma recem-descrita (ver tambem Figura 15-58). 


A ativagao de curto alcance e a inibigao de longo alcance podem 
originar padroes celulares complexos 

A inibigao lateral mediada pela via Notch nao e o unico exemplo do estabelecimento 
de padroes mediado pela retroalimentagao positiva: existem outras maneiras pelas 
quais um sistema homogeneo e simetrico, a partir do mesmo principio, pode esponta¬ 
neamente estabelecer padroes, mesmo na ausencia de morfogenos externos. Ciclos de 
retroalimentagao positiva mediados pela difusao de moleculas de sinalizagao podem 
atuar sobre um conjunto maior de celulas para dar origem a diversos padroes espaciais. 
Mecanismos deste tipo sao chamados de sistemas de reagao e difusao. Por exemplo, uma 
substantia A (um ativador de curto alcance) pode estimular sua propria produgao nas 
celulas que a contenham e nas celulas adjacentes, enquanto tambem pode estimula-las 
a produzir um sinal I (um inibidor de longo alcance) que se difunde amplamente e inibe 
a produgao de A nas celulas mais distantes. Se todas as celulas iniciarem igualmente, 
mas um grupo ganhar certa vantagem pela produgao um tanto maior de A do que o res- 
tante das celulas, a assimetria pode ser auto amplificada (Figura 21-11). Essa ativagao de 
curto alcance, combinada a inibigao de longo alcance, pode colaborar para a formagao 
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Figura 21-11 Estabelecimento de padroes por meio do sistema de reagao e difusao. A partir de um conjun- 
to uniforme de celulas (A), ciclos de retroalimentagao positiva (B) e de inibigao de longo alcance (C) podem gerar 
padroes (D) em uma regiao inicialmente homogenea. Os padroes podem ser complexos, semelhantes a pelagem de 
um leopardo (conforme ilustrado), ou as listras das zebras; ou podem ser simples, com a criagao de um unico con- 
junto especializado de celulas capazes, por exemplo, de atuar como fonte de um gradiente de morfogenos. 

de grupos de celulas que se tornam especializados como centros sinalizadores localiza- 
dos em um tecido a principio homogeneo. 

A divisao celular assimetrica tambem pode gerar diversidade 

A diversificagao celular nao depende sempre de sinais extracelulares: em alguns casos, 
as celulas-filhas sao distintas como resultado de uma divisao celular assimetrica, em 
que uma ou mais moleculas essenciais sao distribuidas de maneira desigual entre as 
duas celulas. Essa heranga assimetrica garante que as duas celulas se desenvolvam de 
modos distintos (Figura 21-12). A divisao assimetrica e um fenomeno comum nas eta- 
pas iniciais do desenvolvimento, quando o ovo fertilizado ja apresenta padroes internos 
e a divisao dessa grande celula segrega diferentes determinantes em blastomeros indivi¬ 
dual. Consideraremos como a divisao assimetrica tambem atua nas etapas posteriores 
dos processos de desenvolvimento. 

Enquanto o embriao cresce, os padroes iniciais sao estabelecidos 
em pequenos grupos de celulas e refinados por indugao 
sequencial 

Os sinais que organizam o padrao espacial de celulas em um embriao em geral atuam 
sobre distancias curtas e controlam escolhas relativamente simples. Um morfogeno, por 
exemplo, em geral atua sobre uma distancia de menos de 1 mm - uma distancia efetiva 
para difusao - e direciona escolhas entre varias opgoes de desenvolvimento para as celu¬ 
las nas quais ele atua. Contudo, os orgaos que por fim se desenvolvem sao muito maiores 
e mais complexos do que isso. 

A proliferagao celular que se segue a especificagao inicial e responsavel pelo au- 
mento em tamanho, enquanto o refinamento do padrao inicial e explicado por uma serie 
de indugoes locais e outras interagoes que acrescentam mveis sucessivos de detalhes em 
uma estrutura inicialmente simples. Por exemplo, assim que dois tipos de celulas estao 
presentes em um tecido em desenvolvimento, uma delas pode produzir um sinal que in- 
duza um subconjunto de celulas vizinhas a se especializarem em uma terceira via. O ter- 
ceiro tipo celular pode, por sua vez, sinalizar em resposta aos outros dois tipos celulares 
proximos, gerando um quarto e um quinto tipo celular, e assim por diante (Figura 21-13). 



1. Divisao assimetrica: sao geradas celulas-irmas distintas 



2. Divisao simetrica: celulas-irmas se tornam diferentes como 
resultado de influences agindo sobre elas apos a divisao 
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Figura 21-12 Os dois modos de tornar 
celulas-irmas diferentes. 
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Figura 21-13 Formagao de padroes 
por inducao sequencial. Uma serie de 
interagoes indutoras pode gerar muitos 
tipos celulares, iniciando a partir de alguns 
poucos. 
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Essa estrategia para a geragao de um padrao cada vez mais complicado e chamada 
de indugao sequencial. E sobretudo por meio de indugoes sequenciais que a estrutura 
do corpo de um animal em desenvolvimento, apos ser inicialmente esbogada em minia- 
tura, torna-se elaborada em detalhes mais e mais finos, enquanto o desenvolvimento 
prossegue. 

A biologia do desenvolvimento fornece evidences sobre doengas 
e manutengao de tecidos 

O rapido progresso na compreensao do desenvolvimento animal e uma das principais 
historias de sucesso na biologia ao longo das ultimas decadas, e tern importantes aplica- 
goes praticas. Cerca de 2 a 5% dos bebes humanos nascem com alguma anomalia ana- 
tomica, como malformagbes cardiacas, membros truncados, palato fendido ou espinha 
bifida. Avangos na biologia do desenvolvimento ajudam a compreender as causas desses 
defeitos, mesmo que ainda nao seja possivel prevenir ou curar grande parte deles. 

De forma menos obvia, porem ainda mais importante do ponto de vista pratico, a 
biologia do desenvolvimento fornece informagoes sobre o funcionamento de celulas e 
tecidos em um organismo adulto. Os processos de desenvolvimento nao param no nasci- 
mento; eles continuam ao longo da vida, ja que tecidos precisam de manutengao e reparo. 
Os mecanismos fundamentais de crescimento e divisao celular, sinalizagao celula-celula, 
memoria celular, adesao celular e movimento celular estao envolvidos na manutengao 
e no reparo dos tecidos adultos - de maneira similar ao desenvolvimento embrionario. 

Embrioes sao mais simples do que organismos adultos e nos permitem analisar 
processos elementares com maior facilidade. Estudos realizados em etapas iniciais do 
desenvolvimento de embrioes de Drosophila , por exemplo, foram essenciais para a des- 
coberta de diversas vias conservadas de sinalizagao, incluindo as vias Wnt, Hedgehog e 
Notch. Esses estudos tambem forneceram a chave para o entendimento do papel central 
dessas vias na manutengao dos tecidos adultos normais e em doengas como o cancer. 

No Capitulo 22, consideraremos como outros mecanismos de desenvolvimento 
atuam no organismo adulto, sobretudo em tecidos que sao renovados continuamente 
pelas celulas-tronco - incluindo sistema digestivo, pele e sistema hematopoietico. Mas, 
agora, devemos considerar com mais detalhes o modo como o embriao nas etapas ini¬ 
ciais do desenvolvimento estabelece seu padrao espacial de celulas especializadas, ini¬ 
ciando com as transformagoes que darao origem ao piano corporal adulto. 

Resumo 

O desenvolvimento animal e um processo de auto-organizagao, no qual as celulas do 
embriao se diferenciam umas das outras e se organizam em estruturas progressivamente 
mais complexas. O processo comega com uma unica celula grande - o ovo fertilizado. Essa 
celula se divide , dando origem a diversas celulas menores, em uma estrutura chamada 
blastula. A blastula passa pelo processo de gastrulagao, dando origem aos tresfolhetos ger- 
minativos do embriao - ectoderme, mesoderme e endoderme - compostos por celulas com- 
prometidas com destinos distintos. A medida que o desenvolvimento continua, as celulas 
se tornam mais especializadas , de acordo com sua localizagao e interagoes com outras 
celulas. Por meio da memoria celular, essas interagoes celula-celula, mesmo que transito- 
rias, podem ter efeitos permanentes nas condigoes internas de cada celula. Dessa forma, a 
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sucessao de sinais simples que a celula recebe em momentos distintos pode direciona-la ao 
longo de uma complexa via de desenvolvimento. Em cada etapa, a gama de opgoes finais 
possweis para a celula se torna progressivamente mais restrita. O processo atinge seu limi- 
te quando a celula se diferencia em um tipo celular especializado no organismo adulto. 

As diferengas entre as celulas em desenvolvimento tern causas diversas e devem ser 
coordenadas apropriadamente no espago. Em uma estrategia comum, celulas semelhan- 
tes em um primeiro momento, em um mesmo grupo, diferenciam-se pela exposigao a di- 
ferentes mveis de um sinal indutivo ou morfogeno oriundo de umafonte externa ao grupo 
de celulas. Celulas adjacentes tambem podem se diferenciar por inibigao lateral, em que 
uma celula envia sinais as celulas adjacentes, impedindo que estas tenham o mesmo des- 
tino celular. Tais interagoes celula-celula sao mediadas por um pequeno grupo de vias de 
sinalizagao altamente conservadas, que sao utilizadas repetidas vezes em diferentes orga¬ 
nismos e em diferentes etapas do desenvolvimento. No entanto, nem toda a diversidade 
celular e decorrente de interagoes celula-celula: celulas-filhas distintas podem resultar de 
divisoes celulares assimetricas. 

Reguladores da transcrigao e da estrutura da cromatina se ligam ao DNA regulador 
e determinam o destino celular. As diferengas no piano corporal parecem surgir em grande 
parte de diferengas no DNA regulador associado a cada gene. Esse DNA desempenha uma 
jungao central na definigao do programa sequencial de desenvolvimento, colocando genes 
em agao em tempos e em locais especificos, de acordo com o padrao de expressao genica 
que estava presente em cada celula no estagio de desenvolvimento anterior. 

0 desenvolvimento foi estudado em mais detalhes em um conjunto de organismos- 
-modelo. Porem, muitos dos genes e dos mecanismos assim identificados sao utilizados em 
todos os animais e empregados repetidamente em diferentes etapas do desenvolvimento. 
Dessa forma, os resultados obtidos com o estudo de vermes, moscas, peixes, ras e camun- 
dongos contribuem para o melhor entendimento da embriologia, dos defeitos congenitos e 
da manutengao de tecidos adultos em humanos. 

MECANISMOS DE FORMAgAO DE PADROES 

Um organismo multicelular em desenvolvimento precisa estabelecer padroes em conjun- 
tos celulares desprovidos ou contendo um minimo dos mesmos. Alguns dos primeiros mi- 
croscopistas supunham que a forma e a estrutura completa do corpo humano ja estavam 
presentes no espermatozoide na forma de um “homunculo” um humano em miniatura, e 
que apos a fertilizagao o homunculo iria simplesmente crescer e dar origem a um humano 
adulto. Sabemos que tal suposigao e incorreta e que o desenvolvimento e uma progressao 
do simples para o complexo, mediante refinamento gradual da anatomia animal. Para ava- 
liar como a sequencia completa de eventos de formagao espacial de padroes e determina- 
gao celular e iniciada, devemos retornar ao ovo e as etapas embrionarias iniciais. 

Diferentes animais utilizam diferentes mecanismos para 
estabelecer seu eixo primario de polarizagao 

De modo surpreendente, as etapas mais iniciais do desenvolvimento animal estao entre as 
mais variaveis, mesmo dentro de um mesmo filo. Uma ra, uma galinha e um marmfero, por 
exemplo, mesmo que se desenvolvam de maneiras semelhantes mais tarde, produzem ovu- 
los que diferem radicalmente em tamanho e em estrutura e comegam o seu desenvolvimen¬ 
to com sequencias diferentes de divisoes e especializagoes celulares. A gastrulagao ocorre 
em todos os embrioes animais, mas os detalhes do desenvolvimento ao longo do tempo, 
do padrao associado de movimentos celulares, do tamanho e forma do embriao enquanto 
a gastrulagao ocorre sao altamente variaveis. De modo similar, ha uma grande variagao no 
momento e na maneira com que o eixo primario do corpo comega a ser determinado. No 
entanto, essa polarizagao do embriao em geral pode ser percebida em etapas iniciais, antes 
do initio da gastrulagao: essa e a primeira etapa da formagao espacial de padroes. 

Em geral, tres eixos devem ser estabelecidos. O eixo animal-vegetal ( A-V ), na maio- 
ria das especies, determina quais partes se tornarao internas (pelo movimento de gas- 
trulagao) e quais permanecerao externas. (O nome estranho data de um seculo atras e 
nao tern relagao com os vegetais.) O eixo anteroposterior ( A-P ) define a localizagao das 
futuras cabega e cauda. O eixo dorsoventral ( D-V ) estabelece os futuros dorso e ventre. 
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Figura 21-14 O ovulo de ra e suas assimetrias. (A) Visao lateral de um ovulo fotografado pouco antes da 
fertilizagao. (B) A distribuigao assimetrica de moleculas dentro do ovulo, e como isso se altera apos a fertilizagao 
para definir uma assimetria dorsoventral, assim como uma assimetria animal-vegetal. A fertilizagao, mediante 
reorganizagao dos microtubulos do citoesqueleto, provoca uma rotagao no cortex do ovo (uma camada com 
alguns |xm de profundidade) de mais ou menos 30° em relagao ao centra do ovo; a diregao de rotagao determi- 
nada pelo local de entrada do espermatozoide. Alguns componentes sao transportados mais ainda para o futuro 
sftio dorsal mediante transporte ativo ao longo dos microtubulos. A resultante concentragao dorsal de mRNA 
de Wntl 1 leva a produgao dorsal da proteina sinalizadora Wntl 1 e define a polaridade dorsoventral do futuro 
embriao. A VegT, localizada no polo vegetal, determinara a fonte de sinais do polo vegetal que irao induzir a 
formagao da endoderme e da mesoderme. (A, cortesia de Tony Mills.) 

Em um extremo, o ovo e simetricamente esferico, e seus eixos se definem apenas 
durante a embriogenese. O camundongo e um bom exemplo, apresentando poucos si¬ 
nais obvios de polaridade no ovo. Como consequencia, os blastomeros produzidos nas 
primeiras divisoes celulares sao bastante similares e apresentam notavel capacidade de 
adaptagao. Se o embriao de camundongo jovem for dividido em dois, um par de gemeos 
identicos pode ser produzido - dois individuos normais completos a partir de uma uni- 
ca celula. De maneira semelhante, se uma das celulas em um embriao de camundongo 
com duas celulas for destruida perfurando-a com uma agulha e o "meio embriao” resul¬ 
tante for colocado no utero de uma mae adotiva para se desenvolver, em muitos casos 
um camundongo perfeitamente normal ira se formar. 

No extremo oposto, a estrutura do ovo define os futuros eixos do corpo. Esse e o 
caso na maioria das especies, incluindo insetos como Drosophila , conforme descreve- 
remos em breve. Diversos outros organismos se encontram entre esses dois extremos. 
O ovo da ra Xenopus, por exemplo, apresenta claramente um eixo A-V definido mesmo 
antes da fertilizagao: o nucleo localizado na porgao superior define o polo animal, en- 
quanto o vitelo (fonte de alimento do embriao, que sera incorporado ao sistema diges- 
torio) localizado na porgao inferior define o polo vegetal. Diversos tipos de moleculas de 
mRNA ja se encontram distribuidas no citoplasma vegetal do ovo, onde darao origem 
aos seus produtos proteicos. Apos a fertilizagao, essas moleculas de mRNA e protemas 
atuam nas celulas localizadas na porgao inferior e mediana do embriao, conferindo ca- 
racteristicas especializadas a essas celulas, por meio de efeitos diretos e pela estimulagao 
da produgao de protemas externas de sinalizagao. Por exemplo, mRNA codificando o 
regulador da transcrigao VegT e depositado no polo vegetal durante a oogenese. Apos a 
fertilizagao, esse mRNA e traduzido, e a proteina VegT resultante ativa um conjunto de 
genes que codifica protemas de sinalizagao que induzirao a formagao da mesoderme e 
endoderme, conforme discutido adiante. 

O eixo D-V do embriao de Xenopus, em contrapartida, e definido no momento da 
fertilizagao. Apos a entrada do espermatozoide, o cortex externo do citoplasma do ovo 
sofre uma rotagao em relagao ao nucleo central do ovo, de forma que o polo animal do 
cortex torna-se ligeiramente deslocado para um lado (Figura 21-14). Tratamentos que 
bloqueiam a rotagao permitem que a clivagem ocorra normalmente, mas produzem um 
embriao com um intestino central e sem estruturas dorsais ou assimetria dorsoventral. 
Portanto, a rotagao cortical e necessaria para definir o eixo D-V do futuro organismo 
adulto por meio da indugao do eixo D-V no ovo. 

O local de entrada do espermatozoide determina a diregao da rotagao cortical em 
Xenopus provavelmente atraves do centrossomo que o espermatozoide insere no ovo - ja 
que a rotagao esta associada com a reorganizagao dos microtubulos a partir do centros- 
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somo presente no citoplasma do ovo. Tal reorganizagao da origem a um transporte de 
componentes citoplasmaticos atraves dos microtiibulos, incluindo moleculas de mRNA 
que codificam Wntll, um membro da familia Wnt de protemas de sinalizagao, deslo- 
cando-as em diregao ao futuro lado dorsal (ver Figura 21-14). Essa molecula de mRNA e 
rapidamente traduzida, e a protema Wntll e secretada pelas celulas que compoem esta 
regiao do embriao, ativando a via Wnt de sinalizagao (ver Figura 15-60). Essa ativagao e 
essencial para o desencadeamento da cascata de eventos subsequentes que ira organizar 
o eixo dorsoventral do organismo. (O eixo A-P do embriao so se tornara claramente defi- 
nido em etapas posteriores, durante o processo de gastrulagao.) 

Embora especies animais diferentes utilizem diversos mecanismos para especi- 
ficar seus eixos, o resultado e relativamente bem conservado no processo evolutivo: a 
cabega se diferencia da cauda, o dorso se diferencia do ventre, e o sistema digestorio se 
diferencia da pele, independentemente das estrategias que o embriao utiliza para modi- 
ficar sua estrutura inicial simetrica em um piano corporal basico. 

Estudos em Drosophila revelaram os mecanismos de controle 
genetico responsaveis pelo desenvolvimento 

A mosca Drosophila, mais do que qualquer outro organismo, forneceu informagoes es- 
senciais para nossa atual compreensao acerca do modo como os genes controlam o de¬ 
senvolvimento. Decadas de estudos geneticos resultaram em um rastreamento genetico 
em grande escala, concentrado sobretudo nas etapas iniciais do embriao e na busca por 
mutagoes que perturbem seu padrao. Os resultados revelaram que os genes essenciais 
do desenvolvimento se agrupam em um conjunto relativamente pequeno de classes 
funcionais definidas pelos seus fenotipos mutantes. A descoberta desses genes, e a sub- 
sequente analise das suas fungoes, foi um grande esforgo de pesquisa e teve impacto 
revolucionario em toda a biologia do desenvolvimento, garantindo um Premio Nobel aos 
cientistas envolvidos no trabalho. Algumas partes da maquinaria do desenvolvimento 
descoberta sao conservadas em moscas e vertebrados, enquanto outras nao o sao. Po- 
rem, a logica da abordagem experimental e as estrategias gerais do controle genetico que 
ela revelou transformaram nossa compreensao acerca do desenvolvimento multicelular 
com um todo. 

Para entender como a maquinaria das etapas iniciais do desenvolvimento fun- 
ciona em Drosophila, e importante ressaltar uma peculiaridade do desenvolvimento da 
mosca. Assim como os ovos dos demais insetos, e ao contrario dos ovos da maioria dos 
vertebrados, o ovo de Drosophila - com formato similar a um pepino - inicia seu desen¬ 
volvimento com uma serie extraordinariamente rapida de divisoes nucleares na ausen- 
cia de divisoes celulares, originando um citoplasma unico contendo multiplos nucleos 
- um sincicio. Os micleos se deslocam para o cortex da celula, formando uma estrutura 
denominada blastoderme sincicial. Apos a smtese de cerca de 6.000 micleos, a membra- 
na plasmatica se invagina entre os micleos, dividindo-os em celulas individual, conver- 
tendo a blastoderme sincicial em uma blastoderme celular (Figura 21-15). 

Veremos nas proximas segoes que a formagao inicial de padroes no embriao de 
Drosophila depende de sinais que se difundem pelo citoplasma na etapa de sincicio, e 
que exercem seus efeitos nos genes dos micleos em rapida divisao, antes da partigao do 
ovo em celulas individuais. Nessa estrutura, nao ha necessidade das formas usuais de 
sinalizagao celula-celula; regioes adjacentes da blastoderme sincicial se comunicam por 
meio de protemas de regulagao da transcrigao que se deslocam no citoplasma da gigante 


celula multinucleada. 


Figura 21-15 Desenvolvimento do ovo 
de Drosophila, da fertiliza^ao ao esta- 
gio de blastoderma celular. 
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Figura 21-16 O gradiente da protema 
Bicoid. (A) Moleculas de mRNA de Bicoid a cu- 
muladas no polo anterior durante a oogenese. 
(B)Tradugao local, seguida pela difusao, esta- 
belecendo o gradiente da proteina Bicoid. (C) 
Ausencia de gradiente da proteina Bicoid em 
embrioes com maes mutantes Bicoid homozi- 
gotas. (A e B, cortesia de Stephen Small.) 
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Figura 21-17 A organizagao dos quatro 
sistemas de gradiente de polaridade do 
ovo em Drosophila. Nanos e urn repressor da 
tradugao que controla a formagao do abdome. 
Moleculas de mRNA de Nanos tambem sao 
incorporadas em celulas germinativas durante a 
sua formagao na parte posterior do embriao, e 
a proteina Nanos e necessaria para o desenvol- 
vimento da linhagem germinativa. A proteina 
Bicoid e urn ativador da transcrigao que esta- 
belece a cabega e regioes toracicas. Toll e Torso 
sao proteinas receptoras distribuidas em toda a 
membrana, mas ativadas apenas nos locais in- 
dicados na figura, mediante exposigao local aos 
ligantes extracelulares Spaetzle (ligante de Toll) 
e Trunk (ligante de Torso). A atividade de Toll 
estabelece a mesoderme, e a atividade de Torso 
determina a formagao das estruturas terminals. 


Genes de polaridade do ovo codificam macromoleculas 
depositadas no ovo para organizar os eixos do embriao 
primordial de Drosophila 

Como na maioria dos insetos, os eixos principals do futuro corpo da Drosophila sao de- 
finidos antes da fertilizagao por uma complexa troca de sinais entre o ovo em desenvol¬ 
vimento, ou oocito, e as celulas foliculares que o circundam no ovario. Nas etapas ante- 
riores a fertilizagao, os eixos anteroposterior e dorsoventral do futuro embriao comegam 
a ser definidos por quatro sistemas de genes de polaridade do ovo, que geram marca- 
dores - mRNA ou protema - no oocito em desenvolvimento. Seguindo-se a fertilizagao, 
cada ponto de referenda atua como uma baliza, fornecendo um sinal que organiza o 
processo de desenvolvimento na sua vizinhanga. 

O conhecimento acerca da natureza desses genes resulta de estudos em organis- 
mos mutantes apresentando formagao alterada de padroes. Uma classe de mutagoes 
resulta em embrioes sem polaridade - por exemplo, com estruturas da cauda nas duas 
extremidades do corpo e sem estruturas da cabega. Essas mutagoes levaram a identifica- 
gao dos genes de polaridade do ovo. O gene de polaridade do ovo responsavel pelo sinal 
que organiza a extremidade anterior do embriao e chamado de gene Bicoid. O acumulo 
de moleculas de mRNA Bicoid e local - na extremidade anterior do ovo, e ocorre em eta¬ 
pas anteriores a fertilizagao. Com a fertilizagao, o mRNA e traduzido e produz a protema 
Bicoid. Essa protema e um morfogeno intracelular e regulador da transcrigao, e se di- 
funde a partir da sua fonte estabelecendo um gradiente de concentragao no citoplasma 
do sincicio, com concentragao maxima na extremidade da cabega do embriao (Figura 
21-16). A diferenga na concentragao de Bicoid ao longo do eixo A-P ajuda a determinar 
diferentes destinos celulares pela regulagao da transcrigao de genes no nucleo da blasto- 
derme sincicial (discutido no Capitulo 7). 

Dos demais tres sistemas de genes de polaridade do ovo, dois contribuem para a 
formagao de padroes no sincicio nucleado ao longo do eixo A-P, e um para a formagao 
de padroes ao longo do eixo D-V. Em conjunto com o grupo de genes Bicoid e atuando 
de modo em geral similar, seus produtos genicos determinam tres partigoes corporais 
fundamentals - cabega versus anus, dorso versus ventre e endoderme versus mesoderme 
- bem como uma quarta partigao, tambem fundamental no piano corporal dos animais: 
a distingao entre as celulas germinativas e somaticas (Figura 21-17). 

Os genes de polaridade do ovo possuem ainda uma caracteristica especial adicio- 
nal: eles sao genes de efeito materno, ou seja, sao derivados do genoma da mae, e nao 
do genoma do zigoto. Por exemplo, uma mosca cujos cromossomos sao mutantes em 
ambas as copias do gene Bicoid , mas que nasceu de uma mae que possui uma copia nor¬ 
mal de Bicoid, desenvolve-se de maneira perfeitamente normal, sem nenhum defeito no 
padrao da cabega. No entanto, se essa mosca for femea, ela nao sera capaz de depositar 
moleculas funcionais de mRNA Bicoid em seus proprios ovos, que irao se desenvolver 
em embrioes sem cabega, independente do genotipo paterno. 

Os genes de polaridade do ovo atuam primeiro na hierarquia de sistemas de 
genes que definem padroes progressivamente mais detalhados nos componentes cor¬ 
porais. Nas proximas paginas, abordaremos os mecanismos moleculares responsaveis 
pela formagao dos padroes no embriao e larva de Drosophila em desenvolvimento, ao 
longo do eixo A-P, e entao passaremos a discutir a formagao de padroes ao longo do 
eixo D-V. 
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SISTEMA TERMINAL SISTEMA DORSOVENTRAL 



mRNA localizado (Nanos) mRNA localizado ( Bicoid) 


Receptores transmembrana (Torso) Receptores transmembrana (Toll) 
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• Celulas germinativas vs. celulas somaticas 
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• Segmentos corporais 
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• Ectoderme vs. mesoderme vs. endoderme 

• Estruturas terminals 
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Figura 21-18 A origem dos segmentos corporais da Drosophila. (A) Em 3 horas, o embriao (representado 
em vista lateral) se encontra na etapa de blastoderme e segmentos nao sao visfveis, embora urn mapa de des- 
tino celular possa ser identificado, indicando a futura regiao segmentada (colorida). (B) Em 10 horas, todos os 
segmentos estao claramente definidos (T1: primeiro segmento toracico; A1: primeiro segmento abdominal). Ver 
Animagao 21.3. (C) Os segmentos da larva de Drosophila e as regioes correspondentes no embriao. (D) Os seg¬ 
mentos da Drosophila adulta, e as regioes correspondentes do embriao. 

Tres grupos de genes controlam a segmentagao de Drosophila ao 
longo do eixo A-P 

O corpo de um inseto e dividido ao longo do eixo A-P em uma serie de segmentos. Os 
segmentos sao repetigoes de um tema, com algumas variagoes: cada segmento pos- 
sui estruturas altamente especializadas, mas todos sao formados a partir de um piano 
fundamental similar (Figura 21-18). Gradientes de reguladores da transcrigao, estabe- 
lecidos pelos genes de polaridade do ovo ao longo do eixo A-P nas etapas embriona- 
rias iniciais, sao necessarios para a criagao dos segmentos. Esses reguladores iniciam a 
transcrigao ordenada de genes de segmentagao, que estabelecem o padrao de expressao 
genica que define os limites e a organizagao basica dos segmentos individuais. Os genes 
de segmentagao sao expressos em subconjuntos de celulas do embriao, e seus produ- 
tos sao os primeiros componentes derivados do genoma do zigoto a contribuirem para 
o desenvolvimento embrionario; tais genes sao denominados genes de efeitos zigoticos, 
para diferencia-los dos genes de efeito materno, de agao inicial. Mutagoes nos genes de 
segmentagao podem alterar o numero de segmentos, ou sua organizagao interna basica. 

Os genes de segmentagao distribuem-se em tres grupos, de acordo com seus fe- 
notipos mutantes (Figura 21-19). E conveniente considerar os tres grupos como se suas 
agoes ocorressem em sequencia, embora, na realidade, suas fungoes se sobreponham. O 
primeiro a ser expresso e um conjunto de pelo menos seis genes gap, cujos produtos de- 
finem subdivisoes A-P nao refinadas do embriao. Mutagoes em um gene gap eliminam 
um ou mais segmentos adjacentes: em um mutante Kruppel, por exemplo, a larva perde 
oito segmentos. A seguir e expresso um conjunto de oito genes da regra dos pares. Mu¬ 
tagoes nesses genes causam uma serie de delegoes que afetam segmentos alternados, 
originando embrioes com apenas metade do numero normal de segmentos; embora 
todos os mutantes apresentem a periodicidade de dois segmentos, eles diferem no pa¬ 
drao especifico de segmentos. Por fim, existem ao menos dez genes de polaridade de 
segmento, nos quais mutagoes dao origem ao numero normal de segmentos, mas com a 
delegao de parte de cada segmento, substituida pela imagem especular da parte restante 
do segmento, ou com a duplicagao de todo o segmento. 

Simultaneamente ao processo de segmentagao, outro conjunto de genes - os se- 
letores homedticos, ou genes Hox - atua na definigao e preservagao das diferengas entre 
segmentos adjacentes. Esses genes serao descritos em breve. 

Os fenotipos dos varios mutantes de segmentagao sugerem que os genes de seg¬ 
mentagao formam um sistema coordenado que subdivide o embriao progressivamente 
em dommios cada vez menores ao longo do eixo A-P, cada um distinguido por um pa¬ 
drao diferente de expressao genica. A genetica molecular tern ajudado a revelar como 
esse sistema funciona. 
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A hierarquia das interaqoes reguladoras geneticas promove a 
subdivisao do embriao de Drosophila 

Assim como Bicoid, a maior parte dos genes de segmentagao codifica proteinas regu¬ 
ladoras da transcrigao. O controle dessas proteinas pelos genes de polaridade do ovo, 
e sua regulagao umas sobre as outras, e sobre outros genes, pode ser determinado pela 
comparagao da expressao genica em embrioes normais e mutantes. Pelo uso de sondas 
apropriadas para a detecgao dos transcritos de RNA ou seus produtos proteicos, e pos- 
sivel observar genes sendo ativados e inativados nos padroes em alteragao. A partir da 
comparagao desses padroes em diferentes mutantes, e possivel identificar a logica de 
todo o sistema de controle genico. 

Os produtos dos genes de polaridade do ovo fornecem sinais globais de posigao no 
embriao inicial (ver Figura 21-17). A protema Bicoid, conforme visto antes, atua como 
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Figura 21-19 Exemplos dos fenotipos das mutagdes que afetam os genes de polaridade do ovo e de 
tres tipos de genes de segmentagao. Em cada caso, as areas sombreadas em verde na larva normal (esquer- 
da) estao ausentes no mutante ou foram substituidas por duplicagoes especulares das regioes nao afetadas. 
(Modificada de C. Nusslein-Volhard e E. Wieschaus, Nature 287:795-801, 1980. Com permissao de Macmillan 
Publishers Ltd.) 


um morfogeno e ativa diferentes conjuntos de genes em diferentes locais ao longo do 
eixo A-P: alguns genes gap sao ativados apenas em regioes com alta concentragao de 
Bicoid, e outros sao ativados na presenga de baixa concentragao de Bicoid. Depois de os 
produtos dos genes gap refinarem seus padroes de expressao mediante repressao miitua, 
eles fornecem uma segunda instancia de sinais de posigao espacial, que atuam de modo 
local, controlando os detalhes finos da formagao de padroes. Os genes gap controlam a 
expressao de outro conjunto de genes, incluindo os genes da regra dos pares (do ingles, 
pair-rule). Os genes da regra dos pares, por sua vez, colaboram uns com os outros e com 
os genes gap para construir um padrao periodico de expressao dos genes de polaridade 
de segmentos, que colaboram uns com os outros para definir o padrao interno de cada 
segmento individual (Figura 21-20). 

As etapas iniciais no estabelecimento de padroes de segmentagao ocorrem antes 
da divisao celular da blastoderme sincicial e sao controladas pelo efeito combinatorio 
de reguladores da transcrigao, conforme discutido em detalhes no Capitulo 7, para a 
regulagao da expressao do gene da regra dos pares Even-skipped (ver p. 394-396). Apos 
a divisao celular, os genes de polaridade de segmentos subdividem cada segmento em 
dominios menores. Um grande subconjunto de genes de polaridade de segmentos 
codificam os componentes de duas vias de sinalizagao - a via Wnt e a via Hedgehog, 
incluindo as proteinas de sinalizagao Wingless (primeiro membro nomeado na familia 
Wnt) e Hedghog, que serao secretadas. (A via Hedgehog foi inicialmente descoberta a 
partir do estudo da segmentagao de Drosophila , e seu nome, que, em ingles, significa 
ourigo, deriva da aparencia espinhosa da superficie do embriao Hedgehog mutante.) 
As proteinas Wingless e Hedgehog sao sintetizadas em diferentes bandas de celulas 
que atuam como centros de sinalizagao em cada segmento. As duas proteinas mantem 
mutualmente suas expressoes, e ao mesmo tempo regulam a expressao de genes como 
Engrailed, por exemplo, em celulas adjacentes (Figura 21-21). Dessa forma, uma serie 
de indugoes sequenciais refina o padrao de expressao genica em cada segmento. 

Genes de polaridade do ovo, gap e regra dos pares geram 
padroes transitorios que sao fixados pelos genes de polaridade de 
segmentos e genes Hox 

Os genes gap e regra dos pares sao ativados algumas horas apos a fertilizagao. Seus pro¬ 
dutos de mRNA sao distribuidos em padroes que apenas indicam o padrao final; em um 
curto periodo de tempo, esse padrao indefinido inicial se modifica em um sistema re¬ 
gular e bem definido de listras. Tal padrao, porem, e instavel e transitorio: conforme o 
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Genes de polaridade do ovo 


Bicoid 




Genes Hox 



Antennapedia 


Figura 21-20 Exemplo de hierarquia 
reguladora dos genes de polarida¬ 
de do ovo, segmentagao e genes 
Hox. Conforme discutido no texto, 
existem tres grupos de genes de segmen- 
tagao. As imagens mostram os padroes 
de expressao de mRNA nos exemplos 
representatives de genes de cada grupo. 
(Cortesia de Stephen Small.) 


embriao avanga no processo de gastrulagao em diante, o padrao desaparece. O efeito 
dos genes, no entanto, foi estabelecido como uma memoria do seu padrao de expressao 
por meio da indugao da expressao de determinados genes de polaridade de segmen- 
tos, assim como dos genes Hox (discutidos adiante). Apos um periodo de refinamento 
do padrao estabelecido, mediado por interagoes celula-celula, os padroes de expressao 
desses novos grupos de genes sao estabilizados por marcadores de posigao que atuam na 
manutengao da organizagao de segmentos na larva e na mosca adulta. 

O gene Engrailed de polaridade de segmentos fornece um bom exemplo. Seus 
transcritos de RNA formam uma serie de 14 faixas na blastoderme celular, cada uma 
com a largura de aproximadamente uma celula. Essas faixas sao adjacentes a um con- 
junto similar de faixas correspondentes a expressao de outro gene de polaridade do ovo, 
Wingless. Conforme as celulas do embriao em desenvolvimento continuam a crescer, se 
dividir e a se mover no embriao, sinais que mutualmente reforgam a expressao genica 
entre as celulas expressando Wingless e as celulas expressando Engrailed mantem essas 
estreitas faixas de celulas expressando cada um dos genes (ver Figura 21-21). Apos tres 
ciclos de divisao celular, a expressao de novos reguladores estabiliza o padrao de expres¬ 
sao de Engrailed, que sera mantido ao longo de toda a vida da mosca, mesmo apos o 


Proteina Wingless Proteina Engrailed 



Proteina Hedgehog 


Figura 21-21 Manutengao mutua da 
expressao de Wingless e Hedgehog. 0 

regulador da transcrigao Engrailed ( azul) 
controla a expressao de Hedgehog. Hed¬ 
gehog codifica uma proteina de secregao 
(vermelho ) que ativa sua via de sinalizagao 
em celulas adjacentes, induzindo a expres¬ 
sao do gene Wingless nessas celulas. Por 
sua vez, Wingless codifica uma proteina 
de secregao ( verde ) que atua nas celulas 
adjacentes as celulas que expressam 
Wingless, estimulando a expressao de 
Engrailed e Hedgehog. Conforme indica- 
do, este circuito de controle se repete ao 
longo do eixo A-P da mosca. (Baseada em 
S. Dinardo et al., Curr. Opin. Genet. Dev. 
4:529-534, 1994.) 
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Figura 21-22 O padrao de expressao de 
Engrailed, um gene de polaridade de seg- 
mento. 0 padrao de Engrailed e mostrado em 
um embriao de 10 horas e em um adulto (cujas 
asas foram removidas nesta preparagao). 0 
padrao de expressao e revelado pela manipu- 
lagao de uma cepa de Drosophila contendo as 
sequences de controle da expressao do gene 
Engrailed associadas a sequencia codificadora 
do gene-reporter LacZ, cujo produto e detec- 
tado por tecnicas de histoqumnica mediante 
detecgao de um produto marrom gerado por 
uma reagao imuno-histoquimica contra LacZ 
(embriao de 10 horas), ou mediante detecgao 
de um produto azul gerado pela reagao catali- 
sada por LacZ (adulto). Observe que o padrao 
de Engrailed, uma vez estabelecido, e preserva- 
do por toda a vida do animal. (Cortesia de Tom 
Kornberg.) 


Figura 21-23 Mutagao homeotica. 

Ultrabithorax, ou Ubx, e um dos tres genes 
do complexo Bithorax (u m conjunto de 
genes Hox ). Ubx e responsavel por todas 
as diferengas entre o segundo e o terceiro 
segmentos toracicos. (A, B) Mutagoes com 
perda de fungao de L/bxtransformam um 
segmento contendo halteres (A) em um 
segmento contendo asas, originando mos- 
cas com quatro asas (B). (C) Uma mutagao 
de ganho de fungao de Ubx no segundo 
segmento toracico transforma as asas 
deste segmento em um par de halteres, 
originando moscas sem asas. (Cortesia de 
Richard Mann.) 


desaparecimento dos sinais que induziram e refinaram a sua expressao inicialmente. O 
limite dos segmentos sera estabelecido na extremidade posterior de cada faixa expres- 
sando Engrailed (Figura 21-22). 

Alem da regulagao dos genes de polaridade de segmento, os produtos dos genes da 
regra dos pares atuam em conjunto com os genes gap para induzir a ativagao localizada e 
precisa de outro conjunto de genes - originalmente chamados de genes de selegao home- 
otica, e hoje com frequencia denominados genes Hox, por motivos que serao explicados 
em breve. Sao os genes Hox que distinguem permanentemente um segmento de outro. 
Na proxima segao, examinaremos estes importantes genes em detalhes, abordando seu 
papel na memoria celular; veremos que seu papel e essencial em uma ampla gama de 
animais, incluindo os seres humanos. 

Genes Hox estabelecem padroes permanentes no eixo A-P 

A medida que o desenvolvimento animal progride, o corpo torna-se cada vez mais com¬ 
plexo. Porem, repetidamente, em cada especie e em cada nivel de organizagao, as estru- 
turas complexas sao feitas pela repetigao de alguns temas basicos, com variagoes. Assim, 
um mimero limitado de tipos celulares basicos diferenciados, como as celulas muscu- 
lares ou os fibroblastos, ressurge com variagoes individuais sutis em diferentes locais. 
Esses tipos celulares estao organizados em uma variedade limitada de tipos de tecidos, 
como os musculos ou os tendoes, os quais novamente estao repetidos com variagoes 
sutis em diferentes regibes do corpo. A partir de varios tecidos, sao produzidos orgaos 
como os dentes ou os dedos - molares e incisivos, indicadores e polegares e dedos dos 
pes - alguns tipos basicos de estrutura, repetidos com variagoes. 

Em qualquer lugar em que encontremos esse fenomeno de repetigao modulada, 
podemos dividir o problema dos biologos do desenvolvimento em duas questoes: qual 
e o mecanismo basico de construgao comum a todos os objetos de uma dada classe e 
como esse mecanismo e modificado para originar as variagoes observadas em diferen¬ 
tes animais? Os segmentos do corpo de um inseto sao um bom exemplo. Ja podemos 
visualizar como o rudimento de um segmento corporal e construido e como as celulas 
em cada segmento se diferenciam umas das outras. Agora, consideraremos como os seg¬ 
mentos se diferenciam, ou se especializam, distinguindo-se uns dos outros. 

A primeira indicagao de resposta a este problema foi obtida ha mais de 80 anos, 
com a descoberta de um conjunto de mutagoes em Drosophila que induziam alteragoes 
extremas na organizagao da mosca adulta. No mutante Antennapedia, por exemplo, 
as pernas originam-se a partir da cabega, no lugar das antenas, enquanto no mutan¬ 
te Bithorax, porgoes de um par de asas extras aparecem onde normalmente deveriam 
estar estruturas muito menores chamadas de halteres (Figura 21-23). Essas mutagoes 
transformam partes do corpo em estruturas que seriam corretas em outras posigoes, e 
sao chamadas de mutagoes homeoticas (do grego, homoios, "similar”), pois tais trans- 
formagoes ocorrem entre estruturas de organizagao geral similar, alterando um tipo de 
membro, ou de segmento, em outro. Descobriu-se, por fim, que um conjunto de genes, 
os genes de selegao homeotica, ou genes Hox, atuam na especificagao permanente de 
caracteres A-P em todo o conjunto de segmentos de um animal. Esses genes estao rela- 
cionados entre si, constituindo uma familia multigenica. 

Existem oito genes Hox na mosca, adjacentes em dois conjuntos de genes conhe- 
cidos como complexo Bithorax e complexo Antennapedia. Os genes no complexo 
Bithorax controlam as diferengas entre os segmentos abdominais e toracicos do corpo, 
e aqueles do complexo Antennapedia controlam as diferengas entre os segmentos to- 
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racicos e os da cabega. As comparagoes com outras especies mostram que os mesmos 
genes estao presentes em essencialmente todos os animais, incluindo os humanos. Essas 
comparagoes tambem revelam que os complexos Antennapedia e Bithorax sao as duas 
metades de uma unica entidade, chamada de complexo Hox, que se dividiu no curso da 
evolugao da mosca e cujos membros funcionam de modo coordenado para exercer o seu 
controle sobre o padrao cabega-cauda do corpo. 

Os produtos dos genes Hox, as proteinas Hox, sao reguladores da transcrigao, e 
todos apresentam uma sequencia altamente conservada de 60 aminoacidos de extensao, 
com fungao de ligagao ao DNA, chamada homeodominio (ver p. 376). O motivo corres- 
pondente na sequencia de DNA e chamado “homeobox" cuja abreviagao da origem ao 
nome do complexo Hox . Existem diversos genes que contem homeobox, mas apenas 
aqueles localizados no complexo Hox sao genes Hox . 

Proteinas Hox conferem individualidade a cada segmento 

As proteinas Hox podem ser consideradas como marcadores de posigao molecular das 
celulas de cada segmento: esses marcadores conferem as celulas um valor posicional 
em cada regiao - ou seja, caracteristicas intrinsecas que diferem conforme a localizagao 
da celula. Se tais marcadores forem alterados em uma Drosophila em desenvolvimento, 
os segmentos se comportam como se estivessem localizados em uma posigao diferente; 
se todos os genes Hox de um embriao forem removidos, todos os segmentos da larva 
terao aparencia igual. 

De modo geral, cada gene Hox costuma ser expresso naquelas regioes que se de- 
senvolvem de modo anormal quando aquele gene esta mutado ou ausente. Como cada 
protema Hox confere a um segmento sua identidade permanente? Todas as proteinas 
Hox sao similares em suas regioes de ligagao ao DNA, mas sao bastante diferentes nas 
regioes que interagem com outras proteinas, com as quais as proteinas Hox compoem 
complexos de regulagao da transcrigao. As proteinas Hox, e as diferentes proteinas que 
se ligam e elas, agem em conjunto para determinar quais sitios de ligagao ao DNA serao 
reconhecidos, e tambem para determinar se o efeito na transcrigao desses sitios de liga¬ 
gao sera de ativagao ou repressao. Atuando dessa maneira, as proteinas Hox modulam a 
agao de diversos outros reguladores de transcrigao. Centenas de genes sao submetidos 
a este tipo de controle modulado por Hox, incluindo genes para a sinalizagao celula- 
-celula, reguladores da transcrigao, genes da polaridade da celula, adesao celular, fun- 
cionamento do citoesqueleto, crescimento celular e morte celular, todos agindo em con- 
junto (de maneiras ainda nao completamente compreendidas) para conferir caracteres 
distintos dependentes de Hox a cada segmento. 

Os genes Hox sao expressos de acordo com a sua ordem no 
complexo Hox 

Como a expressao dos proprios genes Hox e regulada? As sequencias codificadoras dos 
oito genes Hox nos complexos Antennapedia e Bithorax de Drosophila estao dispersas 
em uma quantidade muito maior de DNA regulador. Esse DNA inclui sitios de ligagao 
para os produtos dos genes de polaridade do ovo e de segmentagao, atuando como um 
interprete dos miiltiplos itens de informagao espacial fornecidos por todos esses regu¬ 
ladores da transcrigao. O resultado final e a transcrigao apropriada de um determinado 
conjunto de genes Hox em cada regiao ao longo do eixo A-P do corpo. 

O padrao de expressao de um gene Hox exibe uma regularidade notavel, o que 
sugere formas adicionais de controle. A sequencia na qual os genes estao ordenados ao 
longo do cromossomo, tanto no complexo Antennapedia quanto no Bithorax, correspon- 
de quase exatamente a ordem na qual eles sao expressos ao longo do eixo A-P do corpo 
(Figura 21-24). Isso sugere que alguns processos de ativagao genica, talvez dependentes 
da estrutura da cromatina que se propaga ao longo dos complexos Hox, ativem os genes 
Hox em sucessao, de acordo com sua ordem no cromossomo. De modo geral, o mais 
“posterior” dos genes Hox expressos em uma celula e o que domina, direcionando para 
uma diminuigao da expressao e atividade dos genes “anteriores” e ditando a caracteris- 
tica do segmento. Os mecanismos de regulagao genica subjacentes a esses fenomenos 
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Figura 21-24 Os padroes de expressao 
comparados as localizagdes cromosso- 
micas dos genes do complexo Hox. 0 

diagrama mostra a sequencia dos genes 
em cada uma das duas subdivisoes dos 
complexos cromossomicos. Esta ordem 
corresponde, com algumas pequenas 
excegoes, a sequencia espacial em que os 
genes sao expressos, representados aqui 
na fotografia de urn embriao de Drosophi¬ 
la na chamada etapa de retragao das ban- 
das germinativas, cerca de 10 horas apos 
a fertilizagao. 0 embriao foi corado por 
hibridizagao in situ com diferentes sondas 
marcadas com cores distintas para detec- 
tar os produtos de mRNA de diferentes 
genes Hox. (Fotografia cortesia de William 
McGinnis, adaptada de D. Kosman et al., 
Science 305:846, 2004. Com permissao 
de A A AS.) 
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ainda nao sao compreendidos, mas as suas consequencias sao profundas. Veremos que 
a organizagao serial da expressao genica no complexo Hox e uma caracteristica funda¬ 
mental que tern sido altamente conservada no curso da evolugao animal. 


Protefnas do grupo Trithorax e Polycomb permitem que os 
complexos Hox mantenham urn registro permanente da 
informagao posicional 

O padrao espacial de expressao dos genes no complexo Hox e formado por sinais que 
atuam no inicio do desenvolvimento, mas as consequencias sao duradouras. Embora 
o padrao de expressao passe por ajustes complexos ao longo do desenvolvimento, os 
complexos Hox agem marcando cada celula e sua progenie com um registro permanente 
da posigao A-P que essa celula ocupava no embriao inicial. Assim, as celulas de cada 
segmento estao equipadas com uma memoria de longa duragao da sua localizagao ao 
longo do eixo A-P do corpo. Essa memoria e impressa nos complexos Hox e controla a 
identidade especifica do segmento nao apenas nos segmentos da larva, mas tambem nas 
estruturas corporais da mosca adulta. 

O mecanismo molecular dessa memoria de informagao posicional conta com dois 
tipos de regulagao. Um mecanismo corresponde aos proprios genes Hox : diversas pro- 
temas Hox ativam a transcrigao de seus proprios genes, colaborando para a manuten- 
gao indefinida da sua expressao. Outro mecanismo essencial sao dois grandes conjun- 
tos complementares de genes, chamados de grupo Trithorax e grupo Polycomb, que 
modificam a cromatina do complexo Hox, gerando um registro hereditario do estado 
embrionario da ativagao e repressao desses genes. Tais grupos sao reguladores gerais 
essenciais da estrutura da cromatina e comprovadamente necessarios para a memoria 
celular: se os genes do complexo Trithorax ou Polycomb sao defeituosos, o padrao de ex¬ 
pressao dos genes Hox e inicialmente estabelecido de modo correto, mas nao e mantido 
corretamente a medida que o embriao se desenvolve. 

Os dois conjuntos de reguladores atuam de maneiras opostas. As protefnas do gru¬ 
po Trithorax sao necessarias para manter a transcrigao dos genes Hox nas celulas em que 
a transcrigao ja foi ativada. Ao contrario, as protefnas do grupo Polycomb formam com¬ 
plexos estaveis que se ligam a cromatina do complexo Hox e mantem o estado reprimido 
nas celulas em que os genes Hox nao foram ativados no seu momento crftico (Figura 
21-25). O modo como essas alteragoes da cromatina armazenam a memoria celular do 
desenvolvimento e discutido nos Capitulos 4 e 7. 


Os genes de sinalizagao D-V estabelecem o gradiente do 
regulador da transcrigao Dorsal 

Assim como o estabelecimento do padrao ao longo do eixo A-P de Drosophila recem- 
-discutido, a diferenciagao ao longo do eixo dorsoventral (D-V) e iniciada com os produ- 
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Figura 21-25 O papel dos genes do grupo Polycomb. (A) Fotografia de um embriao tipo selvagem de 
Drosophila. (B) Fotografia de um embriao mutante defeituoso para o gene Extra sex combs (Esc) e derivado de 
uma mae que tambem nao apresentava esse gene. 0 gene pertence ao grupo Polycomb. Essencialmente todos 
os segmentos foram transformados assemelhando-se ao segmento abdominal mais posterior. No mutante, o 
padrao de expressao dos genes de selegao homeotica, que inicialmente e normal, torna-se tao instavel que logo 
todos os genes estao ativados ao longo do eixo do corpo. (De G. Struhl, Nature 293:36-41, 1981. Com permis- 
sao de Macmillan Publishers Ltd.) 

tos de genes maternos que definem esse eixo no ovo (ver Figura 21-17) e entao progride 
para o uso dos produtos dos genes zigoticos para promover a subdivisao do eixo D-V no 
embriao. 

Inicialmente, uma protema que e produzida pelas celulas do foliculo, abaixo da 
futura regiao ventral do embriao, induz a ativagao local de um receptor de membrana, 
chamado Toll, no lado ventral da membrana do ovo. Os diversos genes maternos ne- 
cessarios para tal processo sao chamados de genes de polaridade D-V do ovo. (De modo 
curioso, a protema Toll de Drosophila e as protemas semelhantes a Toll dos vertebrados 
tambem atuam nas respostas do sistema imune inato, conforme discutido no Capitulo 
24). A ativagao localizada de Toll controla a distribuigao da protema Dorsal, um regu- 
lador da transcrigao da familia NFkB, discutida no Capitulo 15. A atividade da protema 
Dorsal, controlada por Toll, assim como de NFkB, depende da translocagao de Dorsal 
para o citosol, onde e mantida em sua forma inativa, e para o nucleo, onde regula a ex¬ 
pressao genica (ver Figura 15-62). Em um ovo recem-depositado, o mRNA Dorsal e a 
protema Dorsal estao distribuidos de modo uniforme no citosol. Apos a migragao dos 
nucleos para a superficie do embriao, na blastoderme sincicial, mas antes da formagao 
das celulas individuais (ver Figura 21-15), a ativagao dos receptores Toll na regiao ventral 
induz uma notavel redistribuigao da protema Dorsal. Na regiao dorsal, a protema per- 
manece no citosol, mas na regiao ventral, ela se concentra nos nucleos, com um gradien- 
te continuo de localizagao nuclear entre esses dois extremos (Figura 21-26). 

Uma vez no interior do nucleo, a protema Dorsal age como um morfogeno e ativa 
ou inibe a expressao de diferentes conjuntos de genes, dependendo da sua concentra¬ 
gao. A expressao de cada gene responsivo depende do seu DNA regulador - especifica- 
mente, do rnimero e da afinidade dos sitios de ligagao que este DNA contem para Dorsal 
e para outros reguladores de transcrigao. Dessa maneira, o DNA regulador interpreta 
o sinal posicional fornecido pelo gradiente da protema Dorsal nuclear, de maneira a 
definir uma serie de territories D-V - faixas distintas de celulas posicionadas ao longo 
do comprimento do embriao. Mais ventralmente - onde esta a maior concentragao da 
protema Dorsal nuclear - ela ativa, por exemplo, a expressao do gene chamado Twist , 
que e especifico para a mesoderme. Mais dorsalmente, onde a concentragao da protema 
Dorsal nuclear e menor, as celulas ativam o gene chamado Decapentaplegic (Dpp ). E, em 
uma regiao intermediaria, onde a concentragao da protema Dorsal nuclear e alta o su- 
ficiente para reprimir Dpp, porem muito baixa para ativar Twist; as celulas ativam outro 
conjunto de genes, incluindo um denominado Shortgastrulation (Sog) (Figura 21-27A). 

Os produtos dos genes regulados diretamente pela protema Dorsal geram sinais 
locais que definem subdivisoes ao longo do eixo D-V. Esses sinais atuam durante a ce- 
lularizagao e assumem a forma de protemas de sinalizagao extracelular convencionais. 
Em particular, Dpp codifica uma protema de secregao da familia TGF(3, que estabelece 
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Figura 21-26 O gradiente de concentragao 
da protema Dorsal nos nucleos da blasto¬ 
derme. Em em bribes de Drosophila tipo selva¬ 
gem, a protema esta presente na regiao dorsal 
do citoplasma e ausente nos nucleos dorsais; 
ventralmente, a proteina esta ausente no ci¬ 
toplasma e concentrada nos nucleos. Em um 
mutante em que a via Toll esta ativada em todo 
o embriao, e nao apenas na regiao ventral, a 
proteina Dorsal estara concentrada em todos 
os nucleos, resultando em um embriao "ven¬ 
tralizado". De modo oposto, em um mutante 
em que a via Toll seja inativada, a proteina 
Dorsal permanecera no citoplasma de todo o 
embriao, nao se concentrara nos nucleos, e 
o resultado sera um embriao "dorsalizado". 

(De S. Roth, D. Stein e C. Nusslein-Volhard, 

Cell 59:1189-1202, 1989. Com permissao de 
Elsevier.) 
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Figura 21-27 Como gradientes de 
morfogenos estabelecem o processo 
de formagao de padroes ao longo 
do eixo dorsoventral no embriao de 
Drosophila. (A) Inicialmente, o gradiente 
da proteina Dorsal define tres amplos 
territories de expressao genica, marcados 
aqui pela expressao de tres genes repre¬ 
sentatives - Dpp, Sog e Twist. (B) Um 
pouco mais tarde, as celulas expressando 
Dpp e Sog secretam, respectivamente, as 
proteinas de sinalizagao Dpp (um membra 
da famflia TGFp) e Sog (um antagonista de 
Dpp). Essas duas proteinas se difundem e 
interagem entre si (e com outros fatores), 
estabelecendo as regioes dorsoventrais 
(D-V) mostradas na figura. 


Membrana vitelmica 



(A) Gradiente da proteina Dorsal nos nucleos 
Proteina Dpp secretada 


A transcrigao dos genes zigoticos 
controlada pela proteina Dorsal 

Tecido extraembrionario Epiderme 
dorsal 



(B) Gradientes das proteinas Dpp e Sog 


Regioes dorsoventrais sao estabelecidas 


um gradiente local de morfogeno, na regiao dorsal do embriao. O gene Sogcodifica ou- 
tra proteina de secregao que e produzida pela ectoderme neurogenica (que dara origem 
ao sistema nervoso), e atua como antagonista da proteina Dpp. Os gradientes opostos 
de difusao dessas duas proteinas de sinalizagao estabelecem um gradiente de atividade 
Dpp: o rnvel mais elevado de atividade Dpp, combinado a outros fatores, induz o desen¬ 
volvimento do mais dorsal dos tecidos - a membrana extraembrionaria. Niveis interme¬ 
diaries induzem o desenvolvimento da epiderme dorsal; e a ausencia de atividade Dpp 
permite o desenvolvimento da ectoderme neurogenica (Figura 21-27B). 

Uma hierarquia de interagoes indutoras promove a subdivisao do 
embriao dos vertebrados 

Estudos da genetica molecular do desenvolvimento de Drosophila elucidaram como 
uma cascata de reguladores da transcrigao e vias de sinalizagao subdividem o embriao. 
O mesmo principio de refinamento progressive de padroes e utilizado durante o desen¬ 
volvimento embrionario de todos os animais, incluindo vertebrados. Notavelmente, a 
conservagao nao se restringe apenas a estrategia geral de formagao de padroes, mas tam- 
bem se estende as diversas moleculas envolvidas no processo. 

Conforme ja mencionado, as etapas iniciais do desenvolvimento dos vertebrados 
sao surpreendentemente variadas, mesmo entre especies relacionadas, e e ate dificil 
identificar como os eixos iniciais do embriao da mosca estao relacionados aos eixos ini¬ 
ciais de um embriao de ra ou camundongo. Mesmo considerando essa diferenga, ve- 
remos que nesta mostra de plasticidade evolutiva, algumas caracteristicas iniciais do 
desenvolvimento sao altamente conservadas. O mesmo e verdadeiro para as etapas pos- 
teriores do desenvolvimento, em muitos casos com surpreendente conservagao. A partir 
da nossa anatomia, fica claro que as aves e os peixes sao nossos “primos 7 ! Considerando 
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os mecanismos moleculares, no entanto, podemos incluir tambem as moscas e os ver¬ 
mes entre nossos primos. 

Nas proximas paginas, discutiremos como a formagao de padroes no embriao de 
vertebrados ocorre a partir do trabalho conjunto de moleculas de sinalizagao e regula- 
dores da transcrigao. Iniciaremos com a discussao do estabelecimento dos eixos e dos 
padroes em anftbios, utilizando a ra Xenopus como exemplo. Esse topico ja foi abordado 
na parte inicial do capitulo. Agora, continuaremos o assunto e tragaremos comparagoes 
com o desenvolvimento da mosca. 

Conforme ja observado, a origem dos eixos embrionarios e das tres camadas ger- 
minativas na ra pode ser rastreada ate a etapa de blastula (ver Figura 21-3A). Mediante 
marcagao individual dos blastomeros, e possivel identificar todas as suas divisoes, trans- 
formagoes e migragao, bem como visualizar o destino final das celulas e a sua origem. 
Os precursores da ectoderme, mesoderme e endoderme estao organizados ao longo do 
eixo animal-vegetal da blastula: a endoderme e derivada da maior parte dos blastomeros 
vegetais, a ectoderme deriva principalmente dos blastomeros animais, e a mesoderme e 
composta por um conjunto intermediario. Nessas regioes, todas as celulas apresentam 
destinos diferentes de acordo com a sua posigao no eixo D-V nas etapas posteriores do 
desenvolvimento do embriao. Para a ectoderme, os precursores da epiderme estao loca- 
lizados na porgao ventral, e os futuros neuronios estao localizados na porgao dorsal; para 
a mesoderme, precursores da notocorda, musculos, rins e sangue estao organizados na 
regiao dorsal para ventral. Essas caracteristicas podem ser representadas por um mapa 
de destino celular que mostra quais tipos celulares derivam de cada regiao da blastula 
(Figura 21-28). O mapa de destino celular nos impoe uma questao central: como as ce¬ 
lulas localizadas em diferentes posigoes sao direcionadas ate suas regioes de destino? Ja 
explicamos como os fatores maternos depositados no ovo em desenvolvimento das ras 
definem o eixo animal-vegetal, e como a rotagao cortical desencadeada pela fertilizagao 
define a orientagao do eixo dorsoventral (ver Figura 21-14). Como o estabelecimento dos 
eixos leva a subdivisao do embriao nas futuras partes corporais? 

Os produtos dos genes maternos induzem a formagao de centros de sinalizagao nas 
regioes vegetal e dorsal do embriao. O centro de sinalizagao dorsal, em particular, tern papel 
especial na historia da biologia do desenvolvimento. Experimentos realizados no initio do 
seculo XX identificaram um pequeno conjunto de celulas, localizado na face dorsal do em¬ 
briao anfibio, com uma propriedade extraordinaria: quando as celulas eram transplantadas 
para a face oposta, elas desencadeavam uma reorganizagao radical do tecido adjacente, 
induzindo um segundo eixo corporal (Figura 21-29). Adescoberta desse centro de sinaliza¬ 
gao, denominado Organizador (do ingles, organizer), abriu caminho para a analise pionei- 
ra da cadeia de interagoes indutoras que estabelecem a estrutura do corpo dos vertebrados. 

Diferentemente do embriao sincicial de Drosophila, o ovo fertilizado da ra passa por 
divisoes rapidas que dao origem a um embriao composto por milhares de celulas. O estabe¬ 
lecimento de padroes deve, portanto, ser mediado por moleculas de sinalizagao extracelu- 
lar que se difundem pelo embriao de uma celula a outra, e nao por meio de reguladores da 
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Figura 21-28 Mapa de destino da 
blastula em um embriao de ra. A 

endoderme deriva da maioria dos blasto¬ 
meros vegetais (amare/o), a ectoderme, da 
maioria dos blastomeros animais ( azul ), e a 
mesoderme, de um conjunto intermediario 
( verde ) que tambem contribui para a 
formagao da endoderme e da ectoderme. 
Diferentes tipos celulares sao derivados 
de diferentes regioes ao longo do eixo 
dorsoventral. 



Enxerto de um pequeno 
grupo de celulas em 
um embriao hospedeiro 




Figura 21-29 Indugao de um eixo 
secundario pelo Organizador. Um 

embriao anfibio recebe um enxerto de um 
pequeno conjunto de celulas retiradas de 
um local especifico chamado de centro 
Organizador, na face dorsal de outro em¬ 
briao na mesma etapa de desenvolvimen¬ 
to. Sinais derivados do enxerto induzem o 
comportamento das celulas adjacentes no 
hospedeiro, levando ao desenvolvimento 
de um par de gemeos unidos (Siameses). 
Ver Animagao 21.4. [De J. Holtfreter e V. 
Hamburger, in Analysis of Development 
(B.H. Willier, P.A. Weiss e V. Hamburger, 
eds), p. 230-296. Philadelphia: Saunders, 
1955.] 
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transcrigao que se deslocam no citoplasma de um sincicio. Nao e surpresa que o Organiza- 
dor e atualmente reconhecido como a principal fonte de proteinas sinalizadoras secretadas. 

Uma competigao entre proteinas de sinalizagao secretadas induz 
a formagao de padroes nos embrioes de vertebrados 

As moleculas de sinalizagao que induzem a formagao de padroes no embriao da ra ao 
longo do eixo animal-vegetal (A-V) pertencem a familia TGFp: elas sao secretadas por um 
centro sinalizador localizado no polo vegetal e formam gradientes de concentragao ao 
longo do eixo A-V. A proteina Nodal atua em distancias relativamente curtas: celulas pro- 
ximas ao polo vegetal sao expostas a altos mveis da proteina e respondem com a ativagao 
de genes que promovem o desenvolvimento da endoderme; celulas mais distantes sao 
expostas a baixos mveis da proteina e ativam os genes que promovem a formagao da me- 
soderme. As celulas do polo vegetal que produzem a proteina Nodal tambem produzem 
uma proteina similar a TGFp chamada Lefty, de difusao mais rapida, e que antagoniza 
a agao de Nodal. Isso resulta em uma maior proporgao de Lefty no polo animal, onde a 
sinalizagao mediada por Lefty e predominante e a sinalizagao mediada por Nodal e blo- 
queada; essa combinagao induz o desenvolvimento dessas celulas em ectoderme (Figura 
21-30A). Assim, a ativagao de curto alcance mediada por Nodal, combinada a inibigao 
de longo alcance mediada por Lefty, induz a formagao dos padroes de progenitores das 
tres camadas germinativas ao longo do eixo A-V - endoderme, mesoderme e ectoderme. 

O sistema de sinalizagao dorsal em ras utiliza um conjunto de sinais secretados 
diferente do sistema de sinalizagao vegetal para a subdivisao das camadas germinativas 
em territories de acordo com a sua localizagao ao longo do eixo D-V do embriao. Esse 
sistema exerce sua influencia pela secregao de duas proteinas de sinalizagao inibitorias, 
chamadas Cordina e Noguina (do ingles, Chordin e Noggin, respectivamente). Essas pro- 
temas antagonizam a agao das proteinas de morfogenese ossea (BMPs, membros de outra 
subclasse da familia TGFp), que por sua vez sao secretadas ao longo do embriao. Dessa 
forma, Cordina e Noguina formam um gradiente dorsoventral que bloqueia a sinalizagao 
BMP na face dorsal, mas permite sua agao na face ventral (Figura 21-30B). As celulas da 
ectoderme que sao expostas a alta concentragao de sinalizador BMP sao diferenciadas 
em tecido epidermico, enquanto as celulas expostas a baixos mveis de sinalizagao BMP, 
ou mesmo nenhum sinal BMP, continuam comprometidas com a diferenciagao neural. 

Conhecendo os sinais que especificam as tres camadas germinativas e os diferen- 
tes tipos de tecidos do organismo vertebrado, e possivel reproduzir tal especificagao em 
placas de cultura. Celulas de ra retiradas do polo animal do embriao, por exemplo, irao 


Figura 21-30 Como a sinalizagao da 
proteina Nodal e de morfogenese 
ossea (BMP) estabelecem padroes ao 
longo dos eixos embrionarios. Nodal 
e sua antagonista, Lefty, estabelecem 
padroes ao longo do eixo animal-vegetal, 
enquanto BMP e suas antagonistas, Cor¬ 
dina e Noguina, estabelecem padroes ao 
longo do eixo dorsoventral. (A) Na regiao 
do polo animal, onde a concentragao 
de Nodal e baixa quando comparada a 
concentragao de Lefty, Lefty bloqueia a 
ligagao de Nodal aos seus receptores. Na 
regiao vegetal, onde ha excesso de Nodal, 
ocorre ativagao da via mediada por Nodal. 
(B) Ao longo do eixo dorsoventral, BMP 
esta distribuida de modo uniforme, mas 
Cordina e Noguina se concentram na face 
dorsal: nesta regiao, a ligagao de BMP aos 
seus receptores e bloqueada. Os padroes 
resultantes da atividade Nodal e BMP es- 
tao ilustrados na parte inferior da figura. 
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se diferenciar em sangue (um tecido ventral mesodermico) quando desviadas da sua via 
de especializagao original mediante exposigao a concentragoes intermediarias de Nodal 
e a concentragoes altas de BMP. De modo semelhante, celulas-tronco embrionarias de 
camundongos e humanas podem ser tratadas para se diferenciarem em tipos celulares 
especificos em cultura, com a combinagao apropriada de moleculas de sinalizagao. Des- 
sa maneira, o conhecimento adquirido com o estudo do desenvolvimento animal pode 
ser utilizado para gerar os tipos celulares necessarios para a medicina regenerativa, con- 
forme sera discutido no proximo capitulo. 

0 eixo dorsoventral dos insetos corresponde ao eixo ventral- 
dorsal dos vertebrados 

Os sistemas de sinalizagao que estabelecem padroes no eixo D-V de Drosophila e em 
vertebrados sao similares. Em Drosophila, conforme ja discutido, Dpp e seu inibidor, 
Sog, sao os responsaveis; em vertebrados, BMP e seus inibidores, Cordina e Noguina, 
realizam a mesma atividade. Dpp faz parte da familia BMP, e Sog e a protema homologa a 
Cordina. Na mosca e nas ras, a alta atividade dos inibidores define a regiao neurogenica, 
e a alta atividade BMP/Dpp define a regiao nao neurogenica. Essas e outras semelhan- 
gas sugerem a conservagao dos mecanismos de estabelecimento de padroes corporais 
durante a evolugao de insetos e vertebrados. Curiosamente, entretanto, o eixo esta inver- 
tido: a parte dorsal na mosca corresponde a parte ventral no vertebrado (Figura 21-31). 
Em algum ponto da evolugao, parece que o ancestral de uma dessas classes de animais 
optou por viver a vida de cabega para baixo. 

Os genes Hox controlam o eixo A-P nos vertebrados 

A conservagao dos mecanismos de desenvolvimento entre Drosophila e vertebrados se es- 
tende alem do sistema de sinalizagao D-V. Os genes Hox estao presentes em quase todas as 
especies animais estudadas, frequentemente agrupados em complexos similares ao com- 
plexo Hox. Em humanos e camundongos, por exemplo, existem quatro desses complexos 
- chamados de complexos HoxA, HoxB , HoxC e HoxD - cada um em um cromossomo dife- 
rente. Os genes individual em cada complexo podem ser reconhecidos pelas suas sequen¬ 
ces correspondentes de membros especificos do conjunto de genes de Drosophila. Na reali¬ 
dade, os genes Hox de mamiferos podem funcionar na Drosophila como substitutes parciais 
dos genes Hox correspondentes de Drosophila. Parece que cada um dos quatro complexos 
Hox de mamiferos e, grosseiramente falando, o equivalente a um complexo Hox completo 
de insetos (ou seja, o complexo Antennapedia mais o complexo Bithorax ) (Figura 21-32). 

A ordenagao dos genes dentro de cada complexo Hox dos vertebrados e essencial- 
mente a mesma do complexo Hox de insetos, sugerindo que to dos os quatro complexos 
dos vertebrados se originaram por duplicagoes de um unico complexo primordial e que 
preservaram sua organizagao basica. Mais surpreendentemente, quando os padroes de 
expressao dos genes Hox sao examinados no embriao de vertebrados por hibridizagao in 
situ, percebe-se que os membros de cada complexo sao expressos em uma serie cabega- 
-cauda ao longo do eixo do corpo, assim como em Drosophila. Assim como na Drosophila, 
o padrao de expressao genica dos genes Hox de vertebrados esta muitas vezes relacionado 
com os segmentos dos vertebrados. Essa segmentagao e particularmente clara na parte 
posterior do cerebro (ver Figura 21-32), onde os segmentos sao chamados rombdmeros. 

Os produtos dos genes Hox de vertebrados, as proteinas Hox, parecem especifi- 
car valores posicionais que controlam o padrao A-P de partes do cerebro posterior, do 
pescogo e do tronco (assim como outras partes do corpo). Assim como em Drosophila, 
quando um gene Hox posterior e artificialmente expresso em uma regiao anterior, ele 
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Figura 21-31 O piano corporal de 
vertebrados como uma inversao dor¬ 
soventral do piano corporal de inse¬ 
tos. Note a correspondence com relagao 
ao sistema circulatorio, ao intestino e ao 
sistema nervoso. Em insetos, o sistema cir¬ 
culatorio e representado por um coragao 
tubular e um vaso sanguineo dorsal princi¬ 
pal, que bombeia sangue para os espagos 
dos tecidos por meio de um conjunto de 
aberturas e recebe o sangue de volta dos 
tecidos por outro conjunto. Diferentemen- 
te dos vertebrados, os insetos nao tern 
um sistema de vasos capilares para conter 
o sangue enquanto ele passa atraves dos 
tecidos. Entretanto, o desenvolvimento 
do coragao depende de genes homologos 
nos vertebrados e nos insetos, reforgando 
a relagao entre os dois pianos corporais. 
(De E.L. Ferguson, Curr. Opin. Genet. Dev. 
6:424-431, 1996. Com permissao de 
Elsevier.) 
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Figura 21-32 Os complexos Hox de um 
inseto e de um mamifero, comparados 
e relacionados as regioes do corpo. 

Os genes dos complexos Antennapedia 
e Bithorax de Drosophila estao represen- 
tados de acordo com sua ordem no cro- 
mossomo, na parte superior da figura. Os 
genes correspondentes nos quatro com¬ 
plexos Hox de mamiferos estao represen- 
tados abaixo, tambem de acordo com sua 
ordem nos cromossomos. Os domfnios de 
expressao genica na mosca e no mamifero 
estao indicados em uma forma simplifica- 
da pelas cores nas ilustragoes dos animais. 
As similaridades sao notaveis. Entretanto, 
os detalhes dos padroes dependem do 
estagio do desenvolvimento e variam um 
pouco de um complexo Hox de mamifero 
para outro. Tambem, em muitos casos, os 
genes mostrados aqui como expressos em 
um domfnio anterior sao expressos mais 
posteriormente, sobrepondo-se aos domf¬ 
nios dos genes Hox posteriores. 

Acredita-se que os complexos te- 
nham evolufdo como segue: primeiro, 
em algum ancestral comum de vermes, 
moscas e vertebrados, um unico gene 
de selegao homeotica primordial sofreu 
duplicates repetidas para formar uma 
serie destes genes em sequencia - o 
complexo Hox ancestral. Na linhagem da 
Drosophila, esse complexo unico se dividiu 
nos complexos Antennapedia e Bithorax. 
Enquanto isso, na linhagem que originou 
os mamiferos, todo o complexo foi du- 
plicado repetidamente para originar os 
quatro complexos Hox. A comparagao nao 
e perfeita, pois alguns genes individuals 
foram duplicados e outros perdidos. Alem 
disso, outros genes adquiriram fungoes 
diferentes (genes entre parenteses na par¬ 
te superior) ao longo do tempo decorrido 
desde a divergence dos complexos. (Com 
base em um diagrama cortesia de William 
McGinnis.) 
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faz o tecido anterior apresentar caracteristicas do tecido posterior. No entanto, a perda 
de um gene Hox posterior permite que o tecido posterior, onde ele normalmente seria 
expresso, adote uma caracteristica anterior (Figura 21-33). Devido a redundancia entre 
os genes nos quatro conjuntos de genes Hox, as transformagoes observadas nos camun- 
dongos mutantes Hox nao sao sempre obvias como as mutagoes observadas nas moscas, 
e em geral sao incompletas. Apesar disso, e aparente o fato de que a mosca e o camun- 
dongo utilizam essencialmente a mesma maquinaria para estabelecer as caracteristicas 
individuals em regioes sucessivas ao longo de ao menos parte do eixo A-P. 


Alguns reguladores da transcrigao podem ativar vias que definem 
um tipo celular ou dao origem a um orgao inteiro 

Assim como existem genes que regulam a formagao de padroes e a identidade de seg¬ 
ments, tambem existem genes cujos produtos desencadeiam o desenvolvimento de ti- 
pos celulares especificos ou mesmo de todo um orgao especifico, iniciando e coordenan- 
do to da a via complexa de expressao genica necessaria. Um exemplo e afamUia MyoD/ 
miogenina de reguladores da transcrigao, descrita no Capitulo 7. Essas protemas indu- 
zem a diferenciagao das celulas em musculos, expressando actinas e miosinas muscula- 
res especificas e todas as outras protemas especializadas do citoesqueleto, do metabo- 
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Tipo selvagem 


Tipo selvagem 




Ganho de fungao Hox 


13 a costela 


Lombar Sacral 
Perda de fungao Hox 


lismo e de membrana necessarias a celula muscular. De modo semelhante, membros da 
famflia Achaete/Scute de reguladores da transcrigao induzem as celulas a se tornarem 
progenitores neurais. Nesses dois exemplos, as protemas pertencem a classe helice-alga- 
-helice basica (bHLH) de reguladores da transcrigao (ver p. 377), e o mesmo e verdade 
para muitas das protemas que induzem a diferenciagao de tipos celulares especfficos. 
Esses reguladores mestres da transcrigao exercem sua poderosa atividade de diferencia¬ 
gao e indugao por meio da ligagao a diferentes sitios de regulagao no genoma, contro- 
lando a expressao de um grande numero de genes-alvo controlados por esses sitios. Em 
um exemplo bastante estudado, do membro da famflia Achaete/Scute chamado Atonal 
homologo 1 (Atohl), o numero de genes-alvo controlados no genoma do camundongo 
e de mais de 600. E importante observar, no entanto, que mesmo esses poderosos con- 
troladores da diferenciagao celular podem ter efeitos radicalmente distintos de acordo 
com o contexto e historico das celulas em que atuam: Atohl, por exemplo, controla a 
diferenciagao de algumas classes de neuronios no cerebro, de celulas pilosas sensoriais 
no ouvido interno e de celulas secretoras no revestimento do intestino. 

Outros genes codificam reguladores da transcrigao que controlam a formagao e 
associagao de multiplos tipos celulares que constituem todo um orgao. Um exemplo 
notavel e o regulador da transcrigao Eyeless. Quando esse regulador e expresso artifi- 
cialmente em um conjunto de celulas precursoras de pata em Drosophila , uma estru- 
tura bastante organizada, semelhante a um olho, desenvolve-se na pata, com diversos 
tipos celulares presentes nos olhos ordenados de modo correto (ver Figura 7-35B); de 
modo oposto, a perda do gene Eyeless resulta em uma mosca sem olhos. A perda do gene 
Pax6, homologo a Eyeless, nos vertebrados tambem leva a perda das estruturas ocula- 
res. Protemas similares de especializagao de orgaos foram identificadas para o intestino 
delgado, coragao, pancreas e outros orgaos. Essas protemas sao reguladores mestres da 
transcrigao e controlam diretamente centenas de genes-alvo cujos produtos especifi- 
cam a organizagao de diferentes elementos em orgaos determinados. No entanto, assim 
como o exemplo Atohl, tais reguladores exercem sua fungao especffica apenas quando 
combinados as protemas corretas, que sao expressas apenas nas celulas previamente 
ativadas durante as etapas iniciais do desenvolvimento. 


Figura 21-33 Controle da formagao do 
padrao anteroposterior pelos genes 
Hox no camundongo. (A, B) Um camun¬ 
dongo normal (tipo selvagem) possui cerca 
de 65 vertebras, diferindo em suas estru¬ 
turas de acordo com a sua posigao ao Ion- 
go do eixo do corpo: 7 vertebras cervicais 
(pescogo), 13 toracicas (com costelas), 6 
lombares (marcadas pelos asteriscos ama- 
relos em B), 4 sacrais (delimitadas pelos 
asteriscos vermelhos em B) e cerca de 35 
caudais (cauda). (A) mostra a visao lateral 
e (B) mostra a visao dorsal; para maior 
clareza, os membros foram removidos em 
cada figura. (C) 0 gene HoxAlO normal- 
mente e expresso na regiao lombar (assim 
como seus paralogos HoxCIO e HoxDIO ); 
aqui ele foi expresso artificialmente no 
tecido vertebral em desenvolvimento ao 
longo do eixo do corpo. Como resultado, 
as vertebras cervicais e toracicas foram to- 
das convertidas a um carater lombar. 

(D) Ao contrario, quando HoxAlO e remo- 
vido, assim como HoxCIO e HoxDIO, as 
vertebras que em geral teriam carater lom¬ 
bar e sacral apresentam carater toracico. 

(A e C, de M. Carapugo et al., Genes Dev. 
19:2116-2121, 2005. Com permissao de 
Cold Spring Harbor Laboratory Press; B e 
D, de D.M. Wellik e M.R. Capecchi, Scien¬ 
ce 301:363-367, 2003.) 


A inibigao lateral mediada por Notch refina os padroes de 
espagamento celular 

Apos o estabelecimento do piano corporal basico e da geragao dos precursores de or¬ 
gaos, diversas etapas adicionais de refinamento de padroes sao necessarias para atingir 
o padrao presente em organismos adultos de celulas em diferenciagao terminal como 
tecidos e orgaos. Conforme discutido antes, a inibigao lateral mediada pela sinalizagao 
Notch e essencial para a diversificagao celular e o refinamento de padroes na grande 
variedade de tecidos em todos os animais. 
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Figura 21-34 A estrutura basica da 
cerda mecanossensorial. A linhagem das 
quatro celulas da cerda - todas descen- 
dentes de uma unica celula-mae sensorial 
- e mostrada a esquerda. A celula-mae 
sensorial, uma vez determinada, da ori- 
gem a este conjunto de celulas mediante 
uma curta sequencia de divisoes celulares. 
Em cada geragao da progenie, a inibigao 
lateral age novamente para diferenciar as 
novas celulas: parte da progenie resultante 
se diferenciara em urn neuronio; outra na 
haste da cerda; outras se diferenciarao em 
variadas celulas de sustentagao. Conforme 
a celula-mae sensorial e suas celulas deri- 
vadas se multiplicam, algumas proteinas 
se concentram preferencialmente em 
uma celula de cada par de celulas-filhas, 
influenciando o resultado da inibigao late¬ 
ral competitiva mediada pela sinalizagao 
Notch. 


Celula-mae 

sensorial 



Um exemplo e o desenvolvimento das cerdas sensoriais em Drosophila, mais fa- 
cilmente visualizadas na regiao dorsal da mosca, mas tambem presentes na maior parte 
de suas outras superficies expostas. Cada uma dessas miniaturas de orgaos sensoriais 
e composta por um neuronio sensorial e um pequeno conjunto de celulas de susten¬ 
tagao. Algumas dessas estruturas respondem a estimulos quimicos, outras a estimulos 
mecanicos, mas todas sao organizadas de modo semelhante (Figura 21-34). Os genes 
pro-neurais Achaete e Scute ja mencionados determinam as regioes da epiderme onde as 
cerdas sensoriais serao formadas. As mutagoes que eliminam a expressao desses genes 
em alguns dos locais comuns bloqueiam o desenvolvimento das cerdas somente naque- 
les locais, e as mutagoes que causam a expressao em locais anormais induzem a forma- 
gao das cerdas em tais locais. 

As primeiras celulas expressando os genes pro-neurais sao denominadas celulas 
pro-neurais, e elas estao destinadas a via neurossensorial de diferenciagao, mas intera- 
goes competitivas entre essas celulas determinam quais irao se diferenciar de fato. No 
primeiro ciclo dessas interagoes, uma unica celula dentro do pequeno grupo de celulas 
pro-neurais e escolhida para atuar como progenitora da cerda. Tal celula e chamada de 
celula-mae sensorial Ela comega a se diferenciar das demais celulas do grupo median¬ 
te inibigao lateral mediada pela via de sinalizagao Notch. Essa via funciona da maneira 
descrita antes. Inicialmente todas as celulas do grupo pro-neural expressam o receptor 
transmembrana Notch e seu ligante transmembrana Delta, alem das proteinas que regu- 
lam a atividade de sinalizagao de Delta. Quando Delta ativa Notch, e transmitido um si- 
nal inibitorio que diminui a tendencia de as celulas ativadas por Notch se especializarem 
como uma celula-mae sensorial. No imcio, todas as celulas do grupo inibem umas as 
outras. Entretanto, o recebimento do sinal em uma dada celula diminui a sua capacidade 
de responder por meio da liberagao do sinal inibidor Delta. Isso cria uma situagao de 
competigao, em que apenas uma celula do grupo - a futura celula-mae sensorial - surge 
por fim como vencedora, liberando um forte sinal inibidor as celulas adjacentes, nao 
mais sendo inibida (Figura 21-35). Se uma celula que em geral se tornaria uma celula- 
-mae sensorial for geneticamente incapacitada de faze-lo, uma celula pro-neural adja- 
cente, libertada da inibigao lateral, ira se tornar uma celula-mae sensorial em seu lugar. 

A celula-mae sensorial passa por uma sequencia curta de divisoes celulares adi- 
cionais, dando origem as celulas que irao compor a cerda sensorial. A sinalizagao Notch 
atua repetidamente em etapas sucessivas a essas divisoes iniciais, induzindo as celu¬ 
las derivadas da celula-mae sensorial ao longo de diferentes vias de desenvolvimento, 
atribuindo a tais celulas seus diferentes destinos celulares. A via Notch age nesses casos 
em conjunto com mecanismos adicionais que ajudam a determinar o resultado final da 
competigao mediada pela inibigao lateral. Tais mecanismos adicionais correspondem 
a fatores determinantes com distribuigao assimetrica no interior das celulas em divisao 
que compoem a cerda sensorial. Esses determinantes tambem sao importantes em dife¬ 
rentes contextos, conforme discutido a seguir. 
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(A) via de especializagao na celula adjacente 



(B) 

Divisoes celulares assimetricas diferenciam celulas-irmas 

A diversificagao celular nem sempre precisa depender de sinais extracelulares: em alguns 
casos, celulas-irmas nascem diferentes como resultado de uma divisao celular assimetri- 
ca, durante a qual conjuntos significativos de moleculas sao divididos de maneira desigual 
entre as duas celulas no momento da divisao. Essa segregagao assimetrica de moleculas 
(ou conjuntos de moleculas) atua como determinante para um dos destinos celulares pela 
alteragao direta ou indireta do padrao de expressao genica na celula-filha que a contem 
(ver Figura 21-12). Ja discutimos a segregagao assimetrica de moleculas no contexto do 
embriao inicial de ras: o RNA de VegT se concentra na porgao vegetal do ovo fertilizado. Na 
divisao celular seguinte, apenas a celula-filha vegetal ira herdar o RNA de VegT. 

As divisoes assimetricas costumam ocorrer no imcio do desenvolvimento, mas tam¬ 
bem ocorrem nas etapas posteriores. Conforme descrito para a cerda sensorial, essas di¬ 
visoes assimetricas podem estabelecer as condigoes para a troca de sinais Notch entre as 
celulas-filhas, com a sinalizagao ocorrendo apos a separagao das celulas, aumentando as 
diferengas entre elas. No sistema nervoso central, as divisoes assimetricas tern papel funda¬ 
mental na geragao do grande numero de neuronios de celulas da glia que sao necessarios. 
Uma classe especial de celulas se torna comprometida como precursores de neuronios, mas 
em vez de se diferenciarem diretamente em neuronios ou em celulas da glia, tais celulas 
passam por uma longa serie de divisoes assimetricas, adicionando neuronios e celulas da 
glia extras a populagao. Esse processo e mais bem compreendido na Drosophila, apesar de 
haver diversos indicativos de que algo semelhante ocorra na neurogenese dos vertebrados. 

No sistema nervoso central embrionario de Drosophila, os precursores de celulas 
nervosas, ou neuroblastos, diferenciam-se inicialmente a partir da ectoderme neuroge- 
nica por um mecanismo tipico de inibigao lateral que depende de Notch. Cada neuro- 
blasto entao se divide repetidas vezes de maneira assimetrica (Figura 21-36). Em cada 
divisao, uma celula-filha se mantem como um neuroblasto, enquanto a outra, que e 
muito menor, torna-se especializada em uma celula-mae de ganglio. Cada celula-mae 
de ganglio ira se dividir apenas uma vez, dando origem a um par de neuronios, ou a um 
neuronio e uma celula da glia, ou a um par de celulas da glia, onde a sinalizagao Notch 
ajudara a determinar o destino das celulas-filhas em cada uma dessas vias. O proprio 
neuroblasto se torna menor a cada divisao, conforme ele divide seu conteudo entre as 


Figura 21-35 Inibigao lateral. 

(A) 0 mecanismo basico da inibigao lateral 
competitiva mediada por Notch, ilustrado 
com somente duas celulas interagindo. 
Neste diagrama, a ausencia de cor nas 
proteinas ou nas linhas efetoras indica 
inatividade. (B) 0 resultado do mesmo 
processo operando em um conjunto maior 
de celulas. Inicialmente, todas as celulas 
no conjunto sao equivalentes, expressando 
tanto o receptor transmembrana Notch 
como o seu ligante transmembrana Delta. 
Cada celula tern a tendencia a se especia- 
lizar (como uma celula-mae sensorial), e 
cada uma emite um sinal inibidor para os 
seus vizinhos para desencoraja-los a tam¬ 
bem se especializarem nessa via. Isso cria 
uma situagao competitiva. Assim que uma 
celula individual ganha alguma vantagem 
na competigao, essa vantagem e aumen- 
tada. A celula vencedora, conforme se 
torna mais comprometida a se diferenciar 
como uma celula-mae sensorial, tambem 
inibe as suas vizinhas de maneira mais 
forte. Por outro lado, uma vez que essas 
vizinhas perdem a sua capacidade de se 
diferenciarem como celulas-mae senso- 
riais, elas tambem perdem a capacidade 
de inibir outras celulas de fazer o mesmo. 

A inibigao lateral, assim, induz as celulas 
adjacentes a seguirem destinos diferentes. 

Embora se acredite que a interagao 
normalmente seja dependente de contatos 
celula-celula, a futura celula-mae sensorial 
pode ser capaz de emitir um sinal inibidor 
para as celulas que estao a uma distancia 
maior que o diametro de uma celula - por 
exemplo, por meio da emissao de longas 
protrusoes para alcanga-las. 
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Figura 21-36 Neuroblastos e a divisao 
celular assimetrica no sistema nervoso 
central de um embriao de mosca. 

Os neuroblastos se originam como celulas 
especializadas da ectoderme. Eles se dife- 
renciam pela inibigao lateral e surgem da 
face basal (interna) da ectoderme. Os neu¬ 
roblastos sofrem entao uma serie de ciclos 
repetidos de divisoes celulares, dividindo- 
-se assimetricamente para gerar series de 
celulas-mae de ganglios. Cada celula-mae 
de ganglio se divide apenas uma vez para 
dar origem a um par de celulas-filhas di- 
ferenciadas (em geral um neuronio e uma 
celula da glia). 


celulas-mae de ganglio sucessivamente. Por fim, em geral apos 12 ciclos celulares, o pro- 
cesso para, talvez porque o neuroblasto se torne muito pequeno para passar pelo ponto 
de verificagao do tamanho celular no ciclo de divisao celular. Mais tarde, na larva, as 
divisoes dos neuroblastos recomegam, mas agora acompanhadas pelo crescimento ce¬ 
lular, permitindo que o processo se mantenha indefinidamente e gere um numero muito 
maior de neuronios e celulas da glia que o necessario em uma mosca adulta. 

Diferengas no DNA regulador explicam diferengas morfologicas 

Nas segoes anteriores, vimos que os animais contem os mesmos tipos celulares essen- 
ciais, possuem um conjunto semelhante de genes e compartilham muitos dos mecanis- 
mos moleculares de estabelecimento de padroes. Como conciliamos esses dados com as 
diferengas radicais que observamos nas estruturas corporais de diversos animais, como 
vermes, moscas, ras e camundongos? Afirmamos antes, mas de modo geral, que essas 
diferengas costumam refletir as diferengas no DNA regulador que ativa alguns dos com- 
ponentes de um conjunto conservado de ferramentas. Agora analisaremos tais diferen¬ 
gas com mais detalhes. 

Quando comparamos especies animais com pianos corporais semelhantes - di- 
ferentes vertebrados, por exemplo, como peixes, aves e mamiferos - observamos que 
genes correspondentes em geral possuem os mesmos conjuntos de elementos de re- 
gulagao: as sequencias de DNA regulador sao altamente conservadas e sua homologia 
e reconhecida em diferentes animais. O mesmo e verdade se compararmos diferentes 
especies de vermes nematoides ou insetos. Contudo, quando comparamos regioes re- 
guladoras de vertebrados com aquelas de vermes ou moscas, e dificil ver qualquer tipo 
de semelhanga. As sequencias codificadoras das protemas sao, sem duvidas, similares, 
mas as sequencias de DNA regulador correspondentes sao bastante distintas, sugerindo 
que as diferengas nos pianos corporais refletem sobretudo diferengas no DNA regulador. 
Embora variagoes nas proprias protemas tambem contribuam para tais efeitos, as dife¬ 
rengas no DNA regulador sao suficientes para dar origem a tecidos e estruturas corporais 
radicalmente distintos, mesmo sem alteragoes nas protemas. 

Ainda nao e possivel identificar todos os eventos geneticos que deram origem a espe- 
tacular diversidade de animais. Suas linhagens divergiram ao longo de centenas de milhares 
de anos, e, em muitos casos, as alteragoes ocorridas sao muito numerosas para que seja pos- 
sivel estabelecer quais modificagoes resultam de quais mutagoes. Essas relagoes sao mais 
claras para eventos evolutivos mais recentes. Estudos de populagoes animais relacionadas e 
de populagoes de plantas cujos membros possuem morfologia distinta revelam que efeitos 
notaveis no desenvolvimento podem ser o resultado de alteragoes sutis no DNA regulador. 

Um exemplo bem estudado e a diversidade morfologica observada no peixe Gas- 
terosteus aculeatus (conhecido popularmente como peixe esgana-gato). Apos a ultima 
era glacial cerca de 10 mil anos atras, essa especie de peixe marinho colonizou diversos 
rios e lagos de agua doce recem-formados. Populagoes marinhas desse peixe possuem 
espiculas pontiagudas que se estendem a partir do seu esqueleto pelvico. Acredita-se 
que essas espiculas ajudem a proteger o peixe contra a predagao por outras especies de 
peixes. Ao contrario, diversas populagoes de peixes esgana-gato de agua doce perderam 
as espiculas, geralmente em lagos onde nao ha predadores. As diferentes morfologias 
refletem as diferengas no controle da expressao do regulador da transcrigao chamado 
Pitxl. Enquanto esgana-gatos marinhos expressam o gene Pitxl nas celulas precursoras 
dos ossos pelvicos que irao dar origem as espiculas, os de agua doce nao apresentam tal 
expressao em decorrencia de alteragoes no locus Pitxl . Essas alteragoes nao se encon- 
tram na sequencia codificadora. Cada alteragao identificada corresponde a delegao de 
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Figura 21-37 A diversidade morfolo- 
gica do peixe Gasterosteus aculeatus 
(esgana-gato) e causada por alte¬ 
ragoes nos elementos reguladores 

do DNA. (A-D) Espiculas pelvicas estao 
presentes na especie marinha (A), mas 
ausentes na especie de agua doce (C). De 
modo correspondente, Pitxl e expresso 
na regiao pelvica da especie marinha (B), 
e nao na especie de agua doce (D). A au- 
sencia de expressao na regiao pelvica nas 
populates de agua doce e causada por 
mutagoes no elemento estimulador. Ou- 
tros estimuladores e sftios de expressao de 
Pitxl sao conservados entre as duas popu¬ 
lates. (Cortesia de Michael D. Shapiro.) 

(C) Peixe esgana-gato de agua doce (D) 

um conjunto de nucleotideos adjacente ao DNA regulador que controla a expressao de 
Pitxl especificamente nas celulas pelvicas (Figura 21-37). 

A protema Pitxl tem fungoes importantes em outros locais do corpo e, portanto, a 
sequencia de DNA que codifica tal protema deve ser conservada. O DNA regulador res- 
ponsavel pela expressao de Pitxl em outros locais do organismo tambem nao apresenta 
alteragoes nas duas populagoes. A evolugao do desenvolvimento da pelve nesses peixes 
mostra como a natureza modular dos elementos de regulagao do DNA, descrita no Ca- 
pitulo 7 (ver Figura 7-29), permite a modificagao independente de diferentes partes do 
organismo, mesmo quando essas diferentes partes dependem da mesma protema. 

Na evolugao recente das plantas, alteragoes na estrutura corporal podem ser ras- 
treadas, de modo similar, ate alteragoes no DNA regulador. Por exemplo, esse tipo de 
alteragao e responsavel por grande parte da notavel diferenga entre o teosinto e seu des- 
cendente moderno, o milho, ao longo de aproximadamente 10 mil anos de mutagoes e 
selegao realizada pela populagao nativa americana. 

Resumo 

A Drosophila tem sido o principal organismo-modelo para o estudo da genetica do desen¬ 
volvimento animal O estabelecimento de padroes no embriao e iniciado pelos produtos 
dos genes maternos chamados de genes de polaridade do ovo, cuja fungao e estabelecer 
a distribuigao gradual de reguladores da transcrigao no ovo e nas etapas embrionarias 
iniciais. O gradiente da protema Bicoid ao longo do eixo A-P, por exemplo, ajuda a iniciar 
a expressao ordenada dos genes gap, genes da regra dos pares e genes de polaridade de 
segmentos. Essas tres classes de genes de segmentagao, por meio de interagoes hierarquicas, 
sao expressas em determinadas regides do embriao e nao expressas em outras, subdividin- 
do o embriao progressivamente ao longo do eixo A-P em um conjunto regular de unidades 
modulares repetidas, chamadas de segmentos. 

Sobreposto ao padrao de expressao genica que se repete em cada segmento, existe 
um padrao serial de expressao de genes Hox que confere a cada segmento uma identidade 
diferente. Esses genes estao agrupados em complexos e arranjados em uma sequencia igual 
a sua sequencia de expressao ao longo do eixo A-P do organismo. 

Embora a expressao dos genes Hox seja iniciada no embriao, ela e mantida poste- 
riormente pela agao de protemas de ligagao ao DNA pertencentes aos grupos Polycomb e 
Trithorax, que modificam a cromatina do complexo Hox em um registro hereditario do 
estado embrionario de repressao ou ativagao dos genes, respectivamente. Complexos ho¬ 
mologos ao complexo Hox de Drosophila estao presentes em todos os animais, e tambem 
atuam no estabelecimento de padroes no eixo A-P do corpo. 

Gradientes de sinalizagao tambem sao estabelecidos ao longo do eixo dorsoventral 
(D-V). Inicialmente, a sinalizagao mediada por Toll gera um gradiente nuclear de protema 
Dorsal, que induz aformagao do gradiente de sinalizagao extracelular da protema Dpp, da 
familia TGF/3, e do seu antagonista, Sog. Isso estabelece o gradiente de atividade Dpp que 
ajuda a rejinar as diferentes caracteristicas de cada celula em diferentes locais do eixo D-V. 
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Em Xenopus, a polaridade do ovo e o local de entrada do espermatozoide deter- 
minam os eixos embrionarios. O gradiente estabelecido pela protema Nodal, dafamilia 
TGF/3, induz diferentes destinos celulares ao longo do eixo animal-vegetal, enquanto BMP 
e Cordina - proteinas homologas as proteinas Dpp e Sog de Drosophila, respectivamente 
- controlam a formagao de padroes ao longo do eixo D-V. Esse eixo esta invertido, de ma- 
neira que a parte dorsal na mosca corresponde a parte ventral na ra. 

Reguladores da transcrigao controlam a formagao de tipos celulares especificos. 
Membros dafamilia MyoD/miogenina controlam o processo de diferenciagao das celulas 
musculares, coordenando os diversos componentes necessarios, enquanto os reguladores da 
transcrigao Achaete/Scute controlam a especializagao neural Outros genes codificam re¬ 
guladores mestres da transcrigao, que controlam a formagao de orgaos completos. Eyeless, 
por exemplo, e necessario e suficiente para dar origem a estruturas oculares em Drosophila. 

Para refinar o padrao anatomico em um orgao, as celulas interagem localmente, 
tanto por difusao de sinais indutores quanto por mecanismos de curto alcance. Muitas 
vezes as celulas competem entre si por inibigao lateral. Esse processo resulta na ativagao 
da via de sinalizagao Notch em uma celula, e sua inibigao nas celulas adjacentes, gerando 
dois tipos celulares distintos. Divisoes celulares assimetricas, nas quais as celulas-filhas 
herdam diferentes determinates moleculares da celula-mae, sao mecanismos adicionais 
de organizagao da diversidade refinada de tipos celulares. 

Evidencias de eventos evolutivos recentes indicam que as alteragoes anatdmicas sao 
geralmente controladas por alteragoes na sequencia de DNA regulador que determina 
quando e onde os genes do desenvolvimento sao expressos. Ainda nao esta claro como a 
surpreendente diversidade entre as estruturas corporais evoluiu ao longo do tempo, mas 
acredita-se que essa diversidade esteja baseada em principios similares aos aqui descritos. 

CONTROLE TEMPORAL DO DESENVOLVIMENTO 

Os processos de desenvolvimento ocorrem ao longo de minutos, horas, dias, semanas, 
meses e ate mesmo anos, e cada organismo segue seu proprio ritmo. As cascatas de in- 
teragoes indutoras e os eventos de regulagao da transcrigao descritos antes requerem o 
tempo necessario para a transmissao de sinais, sintese dos reguladores da transcrigao e 
sua ligagao ao DNA para ativar ou reprimir seus genes-alvo. No inicio do capitulo, com- 
paramos o desenvolvimento a apresentagao de uma orquestra. Existem diversos musicos, 
e cada um deve realizar seu pap el na hora certa; mesmo assim, nao ha um lider ou con- 
dutor para ajustar o tempo e coordenar a execugao de todos os diferentes eventos. Cada 
processo do desenvolvimento deve ocorrer na velocidade correta, determinada pela evo- 
lugao para se encaixar ao tempo de execugao de outros processos ocorrendo no embriao 
ou no seu ambiente. Esse controle temporal e um dos problemas mais importantes na 
biologia do desenvolvimento, mas e um dos aspectos menos compreendidos. 

0 tempo de vida molecular desempenha um papel critico no 
controle temporal do desenvolvimento 

Os processos do desenvolvimento sao complexos, mas sao compostos por etapas sim¬ 
ples. O desafio inicial e a compreensao do controle temporal dessas etapas. Quanto 
tempo e necessario, por exemplo, para ativar ou inibir a expressao de um gene? Esse 
processo nao e simples como acender ou apagar uma lampada: ele requer tempo. Ini- 
cialmente, e necessario tempo para a sintese da molecula de mRNA: a RNA-polimerase 
deve percorrer a extensao do gene, o transcrito primario de RNA deve ser processado, 
e o mRNA resultante deve ser exportado do nucleo e transportado ao local onde sera 
traduzido. Tais etapas adicionam tempo ao processo que pode ser chamado de tempo 
de gestagao de uma molecula individual. Em um segundo momento, e preciso esperar 
que moleculas individuais de mRNA se acumulem para atingir sua concentragao efeti- 
va; conforme explicado no Capitulo 15, este tempo de acumulagao e determinado pelo 
tempo de vida medio das moleculas - quando mais tempo elas se mantem estaveis, mais 
alta sera sua concentragao final, e mais tempo sera necessario para atingir essa concen¬ 
tragao. Atrasos semelhantes podem ocorrer na proxima etapa, quando o mRNA e tradu¬ 
zido em protema: a sintese de cada molecula proteica individual envolve um periodo de 
gestagao, e a obtengao da concentragao efetiva de moleculas de protema envolve um pe- 
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riodo de acumulagao que depende do tempo de vida da protema. O intervalo de tempo 
para todo o processo de ativagao ou inativagao genica e equivalente a soma dos periodos 
de gestagao e de acumulagao (basicamente, meias-vidas das moleculas) para o mRNA e 
moleculas de protema. De mo do ligeiramente contraintuitivo, e o intervalo combinado 
desses processos, e nao a taxa de smtese molecular (o numero de moleculas sintetizadas 
por segundo), que determina o tempo de ativagao/inativagao. 

O mesmo principio aditivo se aplica as longas cascatas de ativagao e inativagao 
genica, em que um gene A ativa um gene B, o gene B ativa um gene C, e assim sucessi- 
vamente. Tambem se aplica a outras circunstancias, como nas vias de sinalizagao onde 
uma protema regula diretamente a proxima. Em todos esses casos, os tempos de vida das 
moleculas, assim como os periodos de gestagao, desempenham um importante papel 
na determinagao da velocidade do processo de desenvolvimento. Os tempos de vida das 
moleculas de mRNA e protemas sao muito variaveis, de poucos minutos ou horas ate 
dias ou mais, explicando muito da grande variedade observada na duragao dos eventos 
de desenvolvimento. 

O tempo de ativagao e inativagao de genes, no entanto, nao e o evento determi- 
nante de controle temporal do desenvolvimento. O processo de desenvolvimento envol- 
ve outros eventos que contribuem para o controle temporal. A estrutura da cromatina 
requer tempo para ser remodelada (ver Figura 21-9). As celulas tambem necessitam de 
um intervalo de tempo para se deslocarem e se reorganizarem no espago. Ainda assim, o 
tempo de ativagao e inativagao genica desempenha um papel fundamental no controle 
temporal do desenvolvimento, o que e ilustrado de modo especialmente claro e efetivo 
pelos osciladores da expressao genica que controlam a segmentagao dos eixos do corpo 
de vertebrados, conforme veremos a seguir. 

Um oscilador baseado em expressao genica atua como um 
temporizador para controlar a segmentagao em vertebrados 

O eixo corporal principal de todos os vertebrados apresenta uma estrutura periodica, 
repetitiva, observada como series de vertebras, costelas e segmentos musculares do 
pescogo, tronco e cauda. Tais estruturas segmentares se originam da mesoderme que 
se estende como uma longa chapa em cada um dos lados da linha media do embriao. 
Essa chapa passa a se dividir em series repetitivas e regulares de blocos individuais, ou 
somitos - grupos coesos de celulas, separadas fisicamente (Figura 21-38A). Os somitos 
sao formados (como pares bilaterais) uns apos os outros, em um ritmo regular, a partir da 
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Figura 21-38 Formagao de somitos no 
embriao de galinha. (A) Um embriao 
de galinha com 40 horas de incubagao. 

(B) Modo como a oscilagao temporal da 
expressao genica na mesoderme pre- 
-somitica se converte em um padrao de 
alternancia espacial da expressao genica 
nos somitos formados. Na parte posterior 
da mesoderme pre-somitica, cada celula 
oscila em ciclos de 90 minutos. A medida 
que as celulas amadurecem e emergem 
da regiao pre-somitica, sua oscilagao e 
gradativamente diminuida e por fim in- 
terrompida, deixando-as em um estado 
que depende da fase do ciclo em que elas 
estejam no momento critico. Dessa manei- 
ra, uma oscilagao temporal da expressao 
genica determina um padrao de alternan¬ 
cia espacial. (A, de Y.J. Jiang, L. Smithers 
e J. Lewis, Curr. Biol. 8:R868-R871, 1998. 
Com permissao de Elsevier.) 
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cabega ate a cauda. Dependendo da especie, o numero final de somitos varia de menos 
de 40 (em uma ra ou um peixe-zebra) ate mais de 300 (em uma cobra). 

A parte posterior e mais imatura da camada mesodermica, chamada de mesoder¬ 
me pre-somitica, fornece as celulas necessarias: conforme as celulas proliferam, essa me- 
soderme se retrai em diregao a cauda, alongando o embriao (Figura 21-38B). Nesse pro- 
cesso, uma serie de somitos e depositada pela mesoderme, formada por celulas que se 
agrupam em blocos conforme emergem da extremidade anterior da regiao pre-somitica. 
A caracteristica especial da mesoderme pre-somitica e mantida por uma combinagao 
de fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) e sinais Wnt, produzidos pelo centra de 
sinalizagao localizado na extremidade da cauda do embriao; e o alcance de cada um 
destes sinais parece definir a extensao da mesoderme pre-somitica. Os somitos sao ori- 
ginados em um ritmo coordenado, mas o que determina o ritmo desse processo? 

Na parte posterior da mesoderme pre-somitica, a expressao de certos genes osci- 
la ao longo do tempo. Retratos da expressao genica, retirados em diferentes intervalos 
de tempo do ciclo de oscilagao mediante fixagao de embrioes, revelaram as alteragoes 
ao longo do tempo, e essas oscilagoes podem ser observadas em filmes em tempo real 
de embrioes contendo marcadores fluorescentes individuais para genes osciladores. 
Um novo par de somitos e formado a cada ciclo de oscilagao, e, nos mutantes incapa- 
zes de realizar a oscilagao, os somitos sao formados de modo irregular. Os osciladores 
de expressao genica que controlam a segmentagao regular sao chamados de relogio da 
segmentagao. A duragao de um ciclo completo de oscilagao depende da especie: sao 30 
minutos no peixe-zebra, 90 minutos nas galinhas e 120 minutos nos camundongos. 

Conforme as celulas emergem da mesoderme pre-somitica para dar origem aos somi¬ 
tos - em outras palavras, a medida que elas escapam da influencia dos sinais FGF e Wnt - as 
oscilagoes sao interrompidas. Algumas celulas sao interrompidas em um estado, algumas 
em um estado distinto, de acordo com a fase do ciclo de oscilagao no momento em que saem 
da regiao pre-somitica. Dessa forma, a oscilagao temporal da expressao genica na mesoder¬ 
me pre-somitica deixa sua marca como um padrao periodico e espacial de expressao genica 
na mesoderme em maturagao; isso entao determina como o tecido ira se diferenciar em blo¬ 
cos individuais modificando o padrao de adesao celula-celula (ver Figura 21-38B). 

Como o relogio da segmentagao atua? Os primeiros genes osciladores de somi¬ 
tos descobertos foram os genes Hes, componentes-chave da sinalizagao Notch. Eles sao 
controlados diretamente pela forma ativada de Notch e codificam reguladores transcri- 
cionais inibitorios que inibem a expressao de outros genes, incluindo Delta. Alem de 
regular a expressao de outros genes, os produtos dos genes Hes tambem podem regular 
diretamente a sua propria expressao, criando um ciclo bastante simples de retroalimen¬ 
tagao negativa. Acredita-se que a autorregulagao de alguns genes Hes especificos (de¬ 
pendendo da especie) seja a fonte basica do padrao de oscilagao do relogio dos somi¬ 
tos. Embora os mecanismos tenham sido modificados de varias maneiras em diferentes 
especies, os principios fundamentais sao conservados. Quando o gene Hes essencial e 
transcrito, a quantidade do seu produto, a proteina Hes, aumenta ate ser suficiente para 
bloquear a transcrigao do gene Hes; a sintese proteica e interrompida; a concentragao 
de proteina entao diminui, permitindo que a transcrigao do gene se inicie novamente; e 
assim por diante, repetindo-se em ciclos (Figura 21-39). O intervalo entre as oscilagoes, 
que determina o tamanho de cada somito, depende do tempo do ciclo de retroalimenta¬ 
gao. Esse intervalo de tempo equivale ao tempo de gestagao e ao tempo de acumulagao 
(o tempo de vida molecular) das moleculas de mRNA e de proteina Hes, de acordo com 
o principio aditivo antes discutido. Modelos matematicos (ver Capitulo 8) permitem a 
correlagao destes parametros moleculares basicos com o intervalo de tempo do relogio 
marca-passo da segmentagao: em uma aproximagao simplificada, o periodo de um ciclo 
e igual ao dobra do tempo total do ciclo de retroalimentagao negativa, ou seja, equiva- 
lente ao dobra da soma dos intervalos de tempo de cada etapa do ciclo. 

O ciclo de retro alimentagao recem-descrito e intracelular, e cada celula da mesoder¬ 
me pre-somitica pode estabelecer oscilagoes proprias. Porem, tais oscilagoes em nivel uni- 
celular sao um tanto erraticas e imprecisas, refletindo o ruido basal e a natureza estocastica 
do controle da expressao genica; como discutido no Capitulo 7. E necessario um mecanis- 
mo que mantenha todas as celulas da mesoderme pre-somitica que irao compor um so¬ 
mito especifico em oscilagao sincronizada. Tal sincronia e estabelecida pela comunicagao 
celula-celula mediada pela via de sinalizagao Notch, a qual os genes Hes estao acoplados. 
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Figura 21-39 A retroalimentagao negativa com retardo temporal da origem a expressao genica 
oscilante. (A) Um unico gene, codificando um regulador da transcrigao que inibe a sua propria expressao, 
pode atuar como um oscilador. Para que a oscilagao ocorra, deve haver um (ou varios) retardos temporais 
no ciclo de retroalimentagao, e os tempos de vida das moleculas de mRNA e proteina (que contribuem para 
esses retardos) devem ser breves em comparagao ao intervalo total. O intervalo de tempo total determina 
o periodo de oscilagao. Acredita-se que ciclos de retroalimentagao como este, baseados em pares de genes 
de agao redundante, chamados de Herl e Her7 no peixe-zebra - ou seus equivalentes, Hes7, em camun- 
dongos - sejam o relogio da segmentagao que controla a formagao de somitos. (B) A oscilagao prevista do 
mRNA de Herl e Her7 e da proteina correspondente, computada usando-se estimativas aproximadas dos 
parametros do ciclo de retroalimentagao apropriados para este gene no peixe-zebra. As concentragoes sao 
medidas em numero de moleculas por celula. O periodo previsto e proximo ao periodo observado, que e de 
30 minutos por somito no peixe-zebra (dependendo da temperatura). 


Esse mecanismo de regulagao genica esta organizado de tal forma que a via de sinalizagao 
Notch nao induz celulas adjacentes a se diferenciarem umas das outras, como no processo 
de inibigao lateral, mas faz o oposto: mantem essas celulas em unissono. Em mutantes onde 
a via de sinalizagao Notch nao e funcional, incluindo mutantes defeituosos em Delta ou 
na propria proteina Notch, as celulas nao estao sincronizadas e a segmentagao de somitos 
e interrompida. Isso acarreta deformidades grosseiras da coluna vertebral - uma amostra 
extraordinaria das consequencias da ausencia de controle temporal da expressao genica no 
nivel unicelular afetando a estrutura do organismo vertebrado como um todo. 

Programas intracelulares de desenvolvimento ajudam a determinar 
o curso ao longo do tempo do desenvolvimento celular 

Embora a sinalizagao entre as celulas desempenhe um papel essencial no controle do 
progresso do desenvolvimento, isso nao significa que as celulas sempre precisem de si- 
nais oriundos de outras celulas para induzi-las a alterar suas caracteristicas a medida 
que o desenvolvimento prossegue. Algumas dessas alteragoes sao intrinsecas a celula 
(como a marcagao do tempo do relogio da segmentagao) e dependem de programas in¬ 
tracelulares de desenvolvimento que permanecem ativos mesmo quando a celula e re- 
movida do seu ambiente original. 

O exemplo mais bem compreendido e o desenvolvimento dos precursores das celulas 
neurais, os neuroblastos, no sistema nervoso central do embriao de Drosophila. Conforme 
ja descrito, essas celulas inicialmente se diferenciam na ectoderme neurogenica do embriao 
por mecanismos tipicos de inibigao lateral dependente de Notch, e entao passam por uma 
serie previsivel de divisoes celulares assimetricas que dao origem a celulas-mae gangliona- 
res que se dividem em neuronios e celulas da glia (ver Figura 21-36). O neuroblasto altera 
suas condigoes internas a medida que passa por essa serie programada de divisoes, dan- 
do origem a diferentes tipos celulares em uma ordem e intervalo de tempos reprodutiveis. 
Essas alteragoes sucessivas na especificagao do neuroblasto ocorrem a partir da expressao 
sequencial de reguladores especificos da transcrigao. Por exemplo, a maior parte dos neuro¬ 
blastos embrionarios expressa sequencialmente os reguladores da transcrigao Hunchback, 
Kriippel, Pdm e Cas, nessa ordem fixa (Figura 21-40). Quando um neuroblasto se divide, o 
conjunto de reguladores da transcrigao expresso naquele momento e herdado pela celula- 
-mae de ganglio e por sua progenie neural; assim, destinos celulares diferenciados sao esta- 
belecidos com diferentes moleculas de acordo com o momento da divisao celular. 

De modo surpreendente, quando neuroblastos sao removidos do embriao e man- 
tidos em cultura, isolados do seu meio original, eles mantem o mesmo tipo de programa 
de desenvolvimento, como se ainda estivessem no tecido embrionario. Alem disso, mui- 
tas dessas alteragoes nos neuroblastos ocorrem mesmo quando a divisao celular e inter¬ 
rompida. Os neuroblastos parecem ter um temporizador proprio que determina quando 
cada regulador da transcrigao e expresso, e tal temporizador pode continuar a marcar o 
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Figura 21-40 Formagao do padrao tem¬ 
poral de destino celular dos neuroblastos 
na Drosophila. Hunchback, Kruppel, Pdm e 
Cas sao reguladores da transcrigao expressos 
consecutivamente na linhagem celular dos 
neuroblastos durante o desenvolvimento do 
sistema nervoso de Drosophila. Em intervalos 
de tempo sucessivos, correlacionados a divisao 
celular, os neuroblastos alteram seu padrao 
de expressao genica. Cada divisao de um neu¬ 
roblasto da origem a uma celula-filha que se 
mantem como neuroblasto e expressa um con- 
junto modificado de genes, e a uma celula-mae 
de ganglio que mantem a expressao desse 
conjunto de genes e se diferencia em um tipo 
celular especifico correspondente ao conjunto 
de genes expresso. (De B.J. Pearson e C.Q. Doe, 
Nature 425:624-628, 2003. Com permissao de 
Macmillan Publishers.) 
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tempo mesmo na ausencia de divisoes celulares. A base molecular para essa marcagao 
do tempo ainda e desconhecida; ela deve depender, ao menos parcialmente, de altera- 
goes lentas e progressivas na estrutura da cromatina. Tais alteragoes tambem atuam na 
marcagao da passagem do tempo nos embrioes. 

As celulas raramente contain as divisoes celulares para marcar o 
tempo do seu desenvolvimento 

Diversas celulas animais especializadas se desenvolvem a partir de celulas progenitoras em 
proliferagao que param de se dividir e se diferenciam apos um numero limitado de divisoes 
celulares. Nesses casos, a diferenciagao e coordenada com o termino do ciclo celular, mas 
em geral nao se sabe como essa coordenagao e estabelecida. Costuma ser sugerido que o 
ciclo de divisao celular atua como um temporizador intracelular para o controle temporal da 
diferenciagao celular. O ciclo celular seria o marca-passo que desencadeia os outros proces- 
sos do desenvolvimento, e as alteragoes da expressao genica relacionadas a maturidade ce¬ 
lular seriam dependentes da progressao do ciclo celular. A maior parte das evidencias expe- 
rimentais, no entanto, indica que esta tentadora ideia e incorreta. Embora existam exemplos 
em que as celulas alteram seu estado de maturagao com cada divisao celular e a alteragao 
dependa da divisao celular, essa nao e uma regra geral. Conforme visto antes para os neuro- 
blastos do embriao de Drosophila , durante o desenvolvimento animal as celulas costumam 
seguir seu curso cronologico normal de maturagao e diferenciagao mesmo quando a divisao 
celular e artificialmente bloqueada; algumas anomalias necessariamente ocorrem, uma vez 
que a celula nao dividida nao pode se diferenciar em tipos celulares distintos de forma si- 
multanea. No entanto, parece que a maior parte das celulas em desenvolvimento e capaz de 
alterar seu estado na ausencia de divisoes celulares. Genes de controle do desenvolvimento 
podem ativar e inativar a maquinaria do ciclo de divisao celular, e e a dinamica desses genes, 
e nao o ciclo celular, que estabelece o controle temporal do desenvolvimento. 

Micro-RNAs frequentemente regulam as transigoes do 
desenvolvimento 

Rastreamentos geneticos sao uteis para a identificagao dos genes envolvidos em quase 
qualquer processo biologico e tern sido usados para isolar mutagoes que afetem o con¬ 
trole temporal do desenvolvimento. Estudos como estes foram realizados no verme ne- 
matodeo Caenorhabditis elegans (Figura 21-41). Esse verme e pequeno, relativamente 
simples e organizado de modo preciso. A anatomia do seu desenvolvimento e altamente 
previsfvel e ja foi descrita com extraordinario detalhamento, de modo que e possivel ma- 
pear a linhagem celular exata de cada celula do seu corpo e identificar como o programa 
de desenvolvimento e alterado em organismos mutantes. Rastreamentos geneticos em C. 
elegans revelaram mutagoes que interrompem a cronologia do desenvolvimento de ma- 
neira notavel: nestes mutantes, chamados de mutantes heterocronicos, algumas celulas 
da larva em uma determinada etapa do desenvolvimento se comportam como se a larva 
estivesse em uma etapa diferente do processo de desenvolvimento, ou celulas de um ver¬ 
me adulto continuam a se dividir como se fizessem parte de uma larva (Figura 21-42). 

Analises geneticas mostraram que os produtos dos genes heterocronicos agem em 
serie, formando cascatas reguladoras. De modo inesperado, dois genes no topo de suas 



Figura 21-41 Caenorhabditis elegans. 

E mostrada uma visao lateral de um adulto 
hermafrodita. (De J.E. Sulston e H.R. Hor- 
vitz, Dev. Biol. 56:110-156, 1977. Com 
permissao de Academic Press.) 
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respectivas cascatas, denominados Lin4 e Let7, nao codificam proteinas, e sim moleculas 
de micro-RNAs (miRNAs) - pequenas moleculas reguladoras de RNA nao traduzido, com- 
postas por 21 ou 22 nucleotideos. Essas moleculas atuam pela ligagao a sequencias com- 
plementares nas regioes nao codificadoras das moleculas de mRNA transcritas de outros 
genes heterocronicos, reprimindo, assim, sua tradugao e promovendo a sua degradagao, 
como discutido no Capitulo 7. O aumento da concentragao do miRNA de Lin4 controla a 
progressao do comportamento celular do primeiro estagio larval ao terceiro estagio larval. 
O aumento de concentragao do miRNA Let7 controla a progressao dos estagios tardios da 
larva para a fase adulta. Na realidade, Lin4 e Let7 foram os primeiros miRNAs a serem des- 
critos nos animais: por meio de estudos da genetica do desenvolvimento em C. elegans, foi 
descoberta a importancia de toda essa classe de moleculas para a regulagao genica. 

De modo geral, em diversos animais, moleculas de miRNA ajudam a regular as 
transigoes entre diferentes etapas do desenvolvimento. Por exemplo, em moscas, pei- 
xes e ras, moleculas de mRNA materno sao removidas durante as etapas iniciais do de¬ 
senvolvimento, quando o genoma do embriao comega a ser transcrito; em tal etapa, o 
embriao passa a expressar moleculas especificas de miRNA que tern como alvo diversas 
moleculas de mRNA materno, marcando-as para a repressao da tradugao e degradagao. 

Desse modo, moleculas de miRNA podem definir as transigoes das etapas do de¬ 
senvolvimento pelo bloqueio e remogao de moleculas de mRNA que definem uma etapa 
anterior de desenvolvimento. Como o controle temporal da propria expressao do miRNA 
e estabelecido? No caso das moleculas de miRNA que inativam as moleculas de mRNA 
materno em ras e peixes, a sua expressao e ativada ao final de uma serie de rapidas divi- 
soes celulares sincronizadas que dividem o ovo fertilizado em celulas menores. Confor- 
me a taxa de divisoes destes blastomeros diminui, a transcrigao generalizada do genoma 
do embriao e iniciada (Figura 21-43). Esse evento, em que o genoma do proprio embriao 
passa a ter controle sobre seu desenvolvimento, e chamado de transigao materno-zigo- 
tica (MZT) e ocorre com um controle temporal bastante similar na maioria das especies 
animais, com excegao dos mamiferos. 

A proporgao entre o volume do nucleo e do citoplasma parece ser um dos fatores 
que desencadeia o processo de MZT. Durante a clivagem, a quantidade total de cito- 
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Figura 21-42 Mutaqoes heterocronicas 
do gene Lin14 de C. elegans. 

Sao mostrados os efeitos em somente 
uma das muitas linhagens afetadas. Uma 
mutagao com perda de fungao (recessiva) 
em Lin 14 causa uma ocorrencia prema¬ 
tura do padrao de divisao e diferenciagao 
celular caracteristico da larva tardia, de 
maneira que o animal alcanga o seu 
estagio final de modo prematuro e com 
um numero anormalmente pequeno de 
celulas. A mutagao com ganho de fungao 
(dominante) provoca o efeito oposto, 
induzindo as celulas a reiterarem os seus 
padroes de divisao celular caractehsticos 
do primeiro estagio larval, continuando 
por cinco ou seis ciclos de mudas. A cruz 
denota uma morte celular programada. 

As linhas verdes representam as celulas 
que contem a proteina Lin 14 (que se liga 
ao DNA); as linhas vermelhas representam 
as celulas que nao contem essa proteina. 
(Adaptada de V. Ambros e H.R. Horvitz, 
Science 226:409-416, 1984. Com permis- 
sao dos autores; e P. Arasu, B. Wightman 
e G. Ruvkun, Genes Dev. 5:1825-1833, 
1991. Com permissao dos autores.) 


Figura 21-43 A transigao materno- 
-zigotica no embriao do peixe-zebra. 

Moleculas de mRNA materno sao de- 
positadas pela mae no ovo e controlam 
as etapas iniciais do desenvolvimento. 

Essas moleculas sao degradadas durante 
diferentes estagios da embriogenese, in- 
cluindo os estagios de blastula e gastrula, 
mas uma alteragao abrupta ocorre durante 
a transigao materno-zigotica (MZT). An¬ 
tes dessa etapa, o genoma embrionario 
(zigotico) e inativo do ponto de vista 
transcricional apos o evento de MZT, os 
genes zigoticos comegam a ser transcritos. 
Em embrioes de peixe-zebra, os genomas 
zigoticos passam a ser ativados na etapa 
de 512 celulas. 
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plasma do embriao e mantida constante, mas o numero de nucleos celulares aumenta 
exponencialmente. Conforme o limiar critico entre a proporgao de citoplasma e DNA e 
alcangado, os ciclos celulares se tornam mais longos e a transcrigao e iniciada. Assim, 
embrioes haploides passam pelo processo MZT apos um ciclo celular extra em compa- 
ragao aos embrioes diploides, que contem duas vezes mais DNA por celula. De acordo 
com tal modelo, a proporgao nucleo-citoplasma deve ser mensurada pela titulagao de um 
repressor da transcrigao contra quantidades crescentes de DNA nuclear. A quantidade 
total do repressor se mantem constante durante as divisoes por clivagem, mas a quanti¬ 
dade de repressor por genoma diminui em 50% a cada ciclo de sintese de DNA, ate que a 
perda da repressao permita a ativagao da transcrigao do genoma zigotico. Os transcritos 
recem-sintetizados incluem moleculas de miRNA que reconhecem varios dos transcritos 
depositados no ovo pela mae, iniciando a repressao da sua tradugao e rapida degradagao. 

Sinais hormonais coordenam o controle temporal das transigoes 
de desenvolvimento 

Ate o momento, enfatizamos os mecanismos de controle temporal que operam localmente e 
de modo individual em diferentes partes do embriao, ou em subsistemas especificos da ma- 
quinaria de controle molecular. A evolugao ajustou cada um desses processos amplamente 
independentes para ocorrerem em taxas apropriadas, combinadas as necessidades do orga- 
nismo como um todo. Para alguns propositos, no entanto, isso nao e suficiente: e necessaria 
uma coordenagao global de sinais. Isso e verdadeiro especialmente quando alteragoes de- 
vem ocorrer ao longo do organismo em resposta a estimulos que dependem do ambiente. 
Por exemplo, quando um inseto ou anfibio passa pelo processo de metamorfose - a transi- 
gao de larva a adulto -, quase todas as partes do seu corpo passam por uma transformagao. 
O controle da metamorfose depende de fatores externos como fonte de alimentagao, que 
determina quando o animal atingira o tamanho adequado. Todas as alteragoes corporais 
devem ser desencadeadas no momento correto, mesmo que estejam ocorrendo em locais 
completamente independentes. Nesses casos, a coordenagao de todos os eventos e mediada 
por hormonios - moleculas de sinalizagao que se espalham ao longo do corpo. 

A metamorfose dos anfibios e um exemplo espetacular. Durante essa transigao do 
desenvolvimento, os anfibios passam de uma vida aquatica para uma vida terrestre. Or¬ 
gaos especificos da larva, como guelras e cauda, desaparecem, e orgaos especificos da 
vida adulta, como patas, se formam. Essa transformagao notavel e desencadeada pelo 
hormonio tireoideo produzido pela glandula tireoide. Se a glandula e removida, ou se a 
agao do hormonio e bloqueada, a metamorfose nao ocorre, embora o crescimento conti¬ 
nue, gerando um girino gigante. De modo inverso, uma dose de hormonio tireoideo apli- 
cada experimentalmente a um girino pode desencadear uma metamorfose prematura. 

O hormonio tireoideo e distribuido pelo sistema vascular e induz alteragoes ao 
longo do animal pela ligagao a receptores hormonais intracelulares localizados no nu¬ 
cleo, que regulam centenas de genes. Isso nao significa, no entanto, que os tecidos-alvo 
respondem todos da mesma maneira ao hormonio: orgaos diferem nao apenas na quan¬ 
tidade de receptores de hormonio tireoideo e nos niveis de protemas extracelulares que 
regulam localmente a concentragao de hormonio ativo, mas tambem nos conjuntos de 
genes responsivos a presenga do hormonio. O hormonio tireoideo induz o crescimen¬ 
to dos musculos nos membros e a atrofia dos musculos da cauda. O controle temporal 
de tais respostas tambem varia: por exemplo, as patas se formam mais rapidamente em 
resposta a baixas concentragoes de hormonio circulante, mas e necessaria uma alta con¬ 
centragao de hormonio circulante para induzir a absorgao da cauda. 

A presenga do hormonio tireoideo desencadeia a metamorfose, mas como a libe- 
ragao desse hormonio e controlada para ocorrer no momento apropriado? Um mecanis- 
mo depende do acoplamento da sintese hormonal ao tamanho da glandula tireoide, que 
reflete o tamanho do girino. Apenas quando a glandula atinge um determinado tamanho 
ela e capaz de produzir hormonio suficiente para iniciar a metamorfose. Entretanto, si¬ 
nais ambientais alem da nutrigao tambem desempenham papel nesse processo: con- 
digoes como temperatura e luz solar sao percebidas pelo sistema nervoso, que regula a 
secregao de outra classe de hormonios (neuro-hormonios) que estimulam a secregao do 
hormonio tireoideo. Assim, fatores intrinsecos ao girino, como seu tamanho, combinam- 
-se a fatores ambientais para desencadear a metamorfose. 
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Sinais ambientais determinam o momento de florescimento 

Outro exemplo notavel de controle ambiental sobre a cronologia do desenvolvimento e a 
floragao das plantas. A floragao envolve a transformagao do comportamento das celulas 
localizadas no broto de crescimento da planta - o meristema apical. Durante o crescimento 
vegetativo normal, essas celulas se comportam como celulas-tronco, dando origem a uma 
sucessao continua de novas folhas e novos segmentos do caule. No florescimento, as celulas 
do meristema sao modificadas para dar origem aos componentes das flores, com suas sepa- 
las e petalas, seus estames contendo o polen, e ao ovario contendo os gametas femininos. 

Para coordenar tal alteragao de modo correto, a planta deve considerar as condi- 
goes passadas e futuras. Um sinal importante, para muitas plantas, e a duragao do dia. 
Para detecta-lo, a planta utiliza seu relogio circadiano - um ritmo endogeno de 24 horas da 
expressao genica - para gerar um sinal positivo para o florescimento somente quando ha 
luz na parte apropriada do dia. O proprio relogio e influenciado pela luz e, na realidade, a 
planta utiliza o relogio para comparar as condigoes luminosas passadas e presentes. Partes 
importantes dos mecanismos geneticos responsaveis por esse fenomeno ja foram iden- 
tificadas, incluindo fitocromos e criptocromos que atuam como receptores de luz solar 
(discutidos no Capitulo 15). O sinal para a floragao que e transportado das folhas para as 
celulas-tronco pela via vascular e dependente do produto do locus T de florescimento (Ft). 

No entanto, esse sinal desencadeara o florescimento apenas se a planta se encon- 
trar em uma condigao receptiva decorrente de uma longa exposigao anterior a tempe- 
raturas baixas. Diversas plantas precisam passar por uma estagao de inverno antes de 
florescerem, um processo chamado de vernalizagao. A exposigao ao frio por um perfodo 
de semanas ou meses reduz progressivamente os mveis de expressao de um gene notavel 
chamado locus C de florescimento ( Flc ). O Flc codifica um repressor da transcrigao que 
suprime a expressao do promotor de florescimento Ft. 

Como a vernalizagao reprime Flc para que ele nao possa mais impedir o florescimen¬ 
to? Seu efeito envolve o RNA nao codificador chamado Coolair , que se sobrepoe ao gene 
Flc e que e produzido quando a planta esta exposta a baixas temperaturas (Figura 21-44). 
Aliado aos modificadores de cromatina induzidos pelo frio, incluindo protemas do grupo 
Polycomb, Coolair coordena a modificagao da cromatina do gene Flc para um estado silen- 
ciado (discutido nos Capitulos 4 e 7). O grau de silenciamento depende do tempo de expo¬ 
sigao ao frio, permitindo que a planta diferencie uma noite fria de uma estagao de inverno. 

O efeito na cromatina e duradouro, persistindo ao longo de diversos ciclos de di- 
visao celular, mesmo quando as temperaturas se tornam mais quentes. A vernalizagao 
viabiliza o bloqueio persistente da produgao de Flc, permitindo que o sinal Ft seja pro¬ 
duzido quando os dias se tornarem suficientemente longos. 

Mutagoes que afetam a regulagao da expressao de Flc alteram o momento de flo¬ 
rescimento e, assim, a capacidade de uma planta de florescer em um dado clima. Assim, 
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Figura 21-44 Controle temporal do flo¬ 
rescimento de Arabidopsis. 0 gene Flc e 
ativado e bloqueia o florescimento quando 
as plantas crescem sem terem sido expos- 
tas a temperaturas de inverno. A exposi¬ 
gao prolongada a periodos de frio leva a 
produgao do RNA nao codificador Coolair, 
que se sobrepoe ao gene Flc. Coolair induz 
alteragoes de longo termo na cromatina, 
inativando Flc. Essas alteragoes persistem 
apos o termino do inverno e permitem 
que as plantas floresgam quando as condi- 
goes ambientais sao favoraveis. 
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o sistema de controle global que dirige a ativagao para a floragao e de vital importancia 
para a agricultura, sobretudo em uma epoca de rapidas mudangas climaticas. 

O exemplo da vernalizagao sugere um ponto geral sobre o papel da modificagao 
da cromatina no controle temporal do desenvolvimento. As plantas utilizam alteragoes 
na cromatina para registrar a experiencia da exposigao prolongada ao frio. E possivel que 
em outros organismos - animais e plantas - as alteragoes lentas e progressivas da croma¬ 
tina sejam utilizadas como temporizadores de longo termo para os processos de desen¬ 
volvimento que ocorrem lentamente ao longo de um periodo de dias, semanas, meses 
ou anos. Esses temporizadores de cromatina podem estar entre os controles temporais 
mais importantes do embriao, mas ainda sabemos muito pouco sobre tais mecanismos. 

Resumo 

O controle temporal do desenvolvimento ocorre em diferentes niveis. Necessita-se de tempo 
para ativar ou inativar um gene, e esse retardo temporal depende dos tempos de vida das 
moleculas envolvidas, que podem variar significativamente. Cascatas de regulagao genica 
envolvem cascatas de retar dos temporais. Ciclos de retroalimentagao dao origem a oscila¬ 
gdes temporais da expressao genica, e tais oscilagdes sao a base da criagao de estruturas es- 
pacialmente periodicas. Durante aformagao de segmentos nos vertebrados, por exemplo, a 
expressao dos genes Hes oscila, e um novo par de somitos eformado a cada ciclo de oscilagao. 
Os genes Hes codificam protemas repressoras da transcrigao que atuam nos proprios genes 
Hes. Tal ciclo de retroalimentagao negativa cria oscilagdes em periodos que refletem retardo 
temporal do ciclo de autorregulagao desses genes. O periodo de oscilagao desse “relogio de 
segmentagao” controla o tamanho dos somitos. A sinalizagao Notch entre celulas proximas 
sincroniza as suas oscilagdes: quando a sinalizagao Notch falha, as celulas saem de sincronia 
devido ao Juncionamento dos seus proprios relogios individuais, e a organizagao em segmen¬ 
tos da coluna vertebral e interrompida. 

O controle temporal nem sempre depende de interagoes celula-celula; diversas celu¬ 
las animais em desenvolvimento possuem programas intrmsecos de desenvolvimento que 
sao executados mesmo quando as celulas sao isoladas em cultura. Neuroblastos em em- 
brioes de Drosophila, por exemplo, passam por divisoes assimetricas programadas, dando 
origem a diferentes tipos celulares neurais a cada divisao, em uma sequencia e cronologia 
previsweis, como consequencia de cascatas de ativagao de genes. Estudos realizados em 
organismos vertebrados e invertebrados mostraram que essas programagoes raramente 
sao controladas pelos processos de divisao celular, e podem ocorrer mesmo com o blo- 
queio da divisao celular. Moleculas de micro-RNA produzidas em pontos-chave marcam 
as transigoes do desenvolvimento pelo bloqueio da tradugao e promogao da degradagao 
de conjuntos especificos de mRNA. A coordenagao cronologica global do desenvolvimento 
e realizada por hormonios: a medida que os girinos crescem, por exemplo, os mveis de 
hormonio tiredideo sao aumentados, desencadeando a sua metamorfose em ra. Controla- 
dores ambientais do processo de desenvolvimento sao especialmente notaveis em plantas 
e revelam a presenga de temporizadores moleculares com agao de longo termo. Na ver- 
nalizagao, por exemplo, a exposigao prolongada ao frio induz alteragoes na cromatina 
que marcam a passagem do inverno e permitem o florescimento apenas na primavera. 
Alteragoes lentas e progressivas da estrutura da cromatina parecem ser importantes tem¬ 
porizadores de longo termo tambem no controle do desenvolvimento animal. 

MORFOGENESE 

A especializagao de celulas em tipos distintos em momentos especificos e importante, 
mas e apenas um aspecto do desenvolvimento animal. Igualmente importantes sao os 
movimentos e deformagoes que as celulas sofrem para a formagao de tecidos e orgaos 
com formatos e tamanhos especificos. Assim como o controle temporal do desenvolvi¬ 
mento, esse processo de morfogenese (“geragao da forma”) e menos compreendido do 
que os processos de expressao diferencial de genes e de sinalizagao indutora que levam 
a especializagao de tipos celulares. Os movimentos celulares podem ser rapidamente 
identificados, mas os mecanismos moleculares subjacentes que coordenam esses movi¬ 
mentos sao mais dificeis de decifrar. 

No Capitulo 19, vimos como as celulas se agrupam para formar camadas epite- 
liais ou como se cercam de matriz extracelular para dar origem aos tecidos conectivos. 
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Tambem discutimos como as caracteristicas basicas dos tecidos, como a polaridade dos 
epitelios, se originam a partir de propriedades das celulas individuais. Nesta segao con- 
sideraremos como o rearranjo das celulas durante o desenvolvimento animal da origem 
a forma do embriao e a todos os orgaos e apendices individuais do corpo. 

Um pequeno numero de processos celulares e essencial a morfogenese. Celulas indi¬ 
vidual podem migrar ao longo do embriao por meio de rotas definidas. Elas podem deslizar 
umas sobre as outras de modo coordenado para alongar, contrair ou aumentar um tecido. 
Elas podem se segregar das celulas adjacentes e constituir grupos celulares fisicamente se- 
parados. As celulas podem ainda alterar sua forma deformando a camada epitelial em um 
tubo ou vesicula. Ao se alongarem enquanto permanecem ligadas as celulas adjacentes, ca- 
madas especializadas de celulas podem formar redes tubulares crescentes como o sistema 
de vasos sanguineos e linfaticos. Migragoes em massa, como as que ocorrem na gastrulagao, 
podem transformar toda a topologia do embriao. As alteragoes no formato celular ou nos 
contatos com outras celulas ou com a matriz extracelular sao responsaveis por todos esses 
processos. Iniciaremos esta segao considerando a migragao de celulas individuais. 


A migragao celular e controlada por sinais presentes no ambiente 
da celula 


O local de origem das celulas frequentemente e distante da sua localizagao final no or- 
ganismo. Nossas celulas musculares, por exemplo, sao derivadas de precursores de celulas 
musculares, ou mioblastos, localizados nos somitos de onde migram para os membros e ou¬ 
tras regioes do corpo. As rotas de migragao que as celulas seguem e a selegao dos locais que 
irao colonizar determinam o eventual padrao de musculos no corpo. Os tecidos conectivos 
embrionarios formam a estrutura geral pela qual os mioblastos se deslocam, e esses tecidos 
fornecem sinais que controlam a distribuigao dos mioblastos. Nao importa de qual somito 
eles provem, os mioblastos que migram para um broto de um membro anterior formarao o 
padrao de musculos apropriados para um membro anterior, e aqueles que migram para um 
broto de um membro posterior formarao o padrao apropriado para um membro posterior. 

E o tecido conectivo que fornece informagoes acerca da formagao dos padroes. 

Quando uma celula migrante percorre os tecidos embrionarios, ela repetidamen- 
te estende projegoes na superficie que sondam suas adjacencias imediatas, testando a 
presenga de sinais aos quais ela e particularmente sensivel, em virtude de sua variedade 
especifica de protemas receptoras de superficie celular. No interior da celula, esses re- 
ceptores estao conectados a cadeia principal cortical de actina e miosina, que promove 
o deslocamento da celula. Algumas moleculas da matriz extracelular, como a protema 
fibronectina, propiciam sitios adesivos que ajudam a celula a avangar; outros, como o 
proteoglicano de sulfato de condroitina, inibem a locomogao e repelem a imigragao. As 
celulas nao migrantes localizadas ao longo da via de migragao podem apresentar ma- 
cromoleculas atraentes ou repelentes em sua superficie; outras podem ainda projetar 
filopodios para tornar sua presenga conhecida. 

Entre a grande quantidade de influencias controladoras, algumas se sobressaem 
como especialmente importantes. Em particular, diversos tipos de celulas migrantes 
sao guiadas por quimiotaxia que depende de um receptor acoplado a protema G (cha- 
mado CXCR4), que e ativado por um ligante extracelular chamado CXCL12. As celulas 
que expressam esse receptor podem detectar seu caminho ao longo de trilhas mar- 
cadas por CXCL12 (Figura 21-45). A quimiotaxia em diregao a fontes de CXCL12 de- 

Figura 21-45 CXCL12 guia a migragao 
de celulas germinativas. Celulas germi- 
nativas do peixe-zebra migram em diregao 
aos domfnios que expressam CXCL12. 
Conforme os locais de expressao sao 
alterados, as celulas seguem a sinalizagao 
CXCL12 e sao guiadas a regioes onde as 
gonadas irao se desenvolver em etapas 
posteriores do desenvolvimento. (A) No 
estagio de 4 somitos, as celulas germinati¬ 
vas se deslocam de uma posigao proxima 
a linha central para regioes mais laterais, 
onde CXCL12 e expressa. (B) A medida 
que a expressao de CXCL12 se retrai, as 
celulas germinativas sao guiadas a posi- 
goes posteriores do embriao. 












1186 PARTE V As celulas em seu contexto social 


Figura 21-46 Migragao direcionada 
pela forma^ao local de projegoes. As 

celulas germinativas migram ao longo 
de projegoes que definem a extremidade 
da frente da celula. A persistence das 
projegoes e sua localizagao sao orientadas 
na diregao de maior concentragao de 
CXCL12. Dessa forma, as celulas germi¬ 
nativas migram a favor do gradiente de 
CXCL12. 


Celula 
germinativa movel 


% ; 


t 


Estado nao 
polarizado 
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frente 


(A) AUSENCIA DE CXCL12 - MOBILIDADE BASICA 


Fonte de CXCL12 



(B) MOBILIDADE GUIADA 

POR GRADIENTE DE CXCL12 


sempenha um papel importante na orientagao das migragoes de linfocitos e de varios 
outros leucocitos; de neuronios no cerebro em desenvolvimento; de mioblastos que 
entram nos brotos dos membros; de celulas germinativas primordiais que se movem 
em diregao as gonadas em desenvolvimento; e de celulas cancerosas quando se tor- 
nam metastaticas. 

Estudos detalhados acerca da migragao de celulas germinativas primordiais mos- 
traram que a sinalizagao CXCL12 nao induz a migragao celular por si so, mas atua no 
controle da diregao da migragao. Na ausencia da sinalizagao CXCL12, as celulas ger¬ 
minativas apresentam as projegoes de membrana associadas a migragao celular, mas 
a posigao da regiao anterior da celula onde as projegoes se formam e aleatoria (Figura 
21-46); se a sinalizagao CXCL12 esta presente, a formagao dessas projegoes ocorre com 
maior frequencia na regiao da celula que esta voltada para a fonte de CXCL12, resultan- 
do em uma migragao direcionada. 

A distribuigao das celulas migrantes depende de fatores de 
sobrevivencia 

A distribuigao final das celulas migrantes depende nao somente das vias que elas to- 
mam, mas tambem do fato de sobreviverem ou nao a jornada e de prosperarem ou nao 
no ambiente que encontrarao no final da jornada. Sitios especificos fornecem os fatores 
de sobrevivencia necessarios para que cada tipo especifico de celula migrante sobreviva. 

O conjunto de celulas migrantes da crista neural e considerado um dos mais 
importantes no embriao de vertebrados. Essas celulas se originam na regiao fronteiriga 
entre a parte da ectoderme que formara a epiderme e a parte que formara o sistema 
nervoso central. Conforme a ectoderme neural se enrola para formar o tubo neural, 
as celulas da crista neural se separam da camada epitelial ao longo da regiao da borda 
e iniciam a sua longa migragao (ver Figura 19-8 e Animagao 21.5). Tais celulas irao se 
estabelecer em diferentes locais e darao origem a uma surpreendente diversidade de 
tipos celulares. Algumas se fixarao na pele e irao se especializar em celulas pigmenta- 
res; outras formarao o tecido esqueletico na face. Outras ainda irao se diferenciar em 
neuronios e celulas da glia no sistema nervoso periferico - nao apenas na glia sensorial 
localizada proxima a medula espinal, mas tambem, apos longa migragao, revestindo a 
parede dos intestinos. 

As celulas da crista neural que dao origem as celulas de pigmentagao da pele e 
aquelas que se desenvolvem em celulas nervosas do intestino dependem da secregao de 
um peptideo chamado endotelina-3, que e produzido pelos tecidos localizados ao longo 
da via de migragao celular e que age como um fator de sobrevivencia para as celulas 
migrantes da crista. Em mutantes com defeitos no gene que codifica endotelina-3 ou 
seu receptor, muitas das celulas migrantes da crista morrem. Como resultado, individuos 
mutantes possuem regioes nao pigmentadas (albinas) na pele e menor numero de ce¬ 
lulas nervosas no intestino, em especial na porgao terminal, o intestino grosso, que se 
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torna anormalmente distendido pela falta de controle neural apropriado - uma condigao 
potencialmente letal chamada megacolon. 

Outro importante sinal de sobrevivencia para diversos tipos migrantes de celulas, 
incluindo as celulas germinativas primordiais, celulas precursoras do sangue e celulas 
pigmentares derivadas da crista neural, depende de um receptor tirosina-cinase chama- 
do Kit. Esse receptor e expresso na superficie das celulas migrantes, e a protema ligante, 
chamada fator Steel, e produzida pelas celulas dos tecidos pelos quais as celulas migram 
e onde se instalam. Indivlduos com mutagoes nos genes para qualquer uma dessas pro¬ 
temas possuem deficits de pigmentagao, de celulas sangumeas e de celulas germinativas 
(Figura 21-47). 

A alteragao do padrao de moleculas de adesao celular forga a 
formagao de novos arranjos de celulas 

Os padroes de expressao genica controlam os movimentos celulares embrionarios de 
muitos modos. Eles regulam a motilidade celular, o formato da celula e a produgao de 
protemas que atuam como guias na migragao celular. Tambem tern a importante fungao 
de determinar os conjuntos de moleculas de adesao que as celulas apresentam em suas 
superficies. Por meio de alteragoes em suas moleculas de superficie, uma celula pode 
romper ligagoes antigas e produzir novas. As celulas em uma regiao podem desenvolver 
propriedades de superficie que promovem a sua adesao umas as outras e a segregagao 
de um grupo de celulas vizinhas cuja superficie quimica e diferente. 

Experimentos feitos ha meio seculo em emb rides jovens de anfibios mostraram 
que os efeitos de adesao seletiva celula-celula podem ser tao eficazes a ponto de resultar 
em uma reconstrugao aproximada da estrutura normal de um embriao jovem pos-gas- 
trulagao, apos as celulas terem sido artificialmente dissociadas e misturadas. Quando 
as celulas sao misturadas de modo aleatorio, elas se organizam mais uma vez de acordo 
com a sua camada germinativa de origem (Figura 21-48). Conforme discutido no Capi- 
tulo 19, protemas caderinas desempenham papel central nesse processo de separagao 
seletiva (ver Figura 19-9). As caderinas pertencem a uma grande e variada familia de 
protemas de adesao celula-celula dependentes de Ca 2+ e, assim como outras protemas 
de adesao celula-celula, sao expressas diferencialmente nos varios tecidos no embriao 
primordial. Anticorpos contra essas protemas interferem com a adesao seletiva normal 
entre as celulas de tipos similares. 

Alteragoes nos padroes de expressao das caderinas estao correlacionadas a altera¬ 
goes nos padroes de associagao entre as celulas durante os varios processos de desenvol¬ 
vimento, incluindo gastrulagao, formagao do tubo neural e formagao de somitos. Esses 
rearranjos de celula sao provavelmente regulados e organizados, em parte, pelo padrao 


Figura 21-48 Separagao seletiva mediada pela adesao celular. As celulas de diferentes partes de um 
embriao jovem de anfibio irao se separar por tipos, de acordo com suas origens. No experimento classico aqui 
mostrado, as celulas da mesoderme (verde), as celulas da placa neural ( azul) e as celulas epidermicas ( vermelho) 
foram separadas e em seguida misturadas de modo aleatorio. Elas se separam por tipos em um arranjo reminis- 
cente ao de um embriao normal, com um "tubo neural" interno, uma epiderme externa e uma mesoderme no 
meio. (Modificada de P.L. Townes e J. Holtfreter, J. Exp. Zool. 128:53-120, 1955. Com permissao de Wiley-Liss.) 


Figura 21-47 Efeito de muta^oes no 
gene Kit. Tanto o bebe como o camun- 
dongo sao heterozigotos para uma mu- 
tagao com perda de fungao que os deixa 
com somente a metade da quantidade 
normal do produto do gene Kit. Em ambos 
os casos, a pigmentagao e defeituosa, 
porque as celulas pigmentares dependem 
do produto do gene como receptor para 
um fator de sobrevivencia. (Cortesia de 
R.A. Fleischman, de R.A. Fleischman et 
al„ Proc. Natl Acad. Sci. USA 88:10885- 
10889, 1991.) 
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de caderinas. Em particular, as caderinas parecem desempenhar uma fungao importan- 
te no controle da formagao e da dissolugao de folhetos epiteliais e de agrupamentos de 
celulas (ver Animagao 19.1). Elas nao somente unem uma celula a outra, mas tambem 
propiciam ancoragem para os filamentos intracelulares de actina nos sitios de adesao 
celula-celula. Dessa maneira, o padrao de tensoes e movimentos no tecido em desenvol- 
vimento e regulado de acordo com o padrao de adesoes celulares. 

Interagoes de repulsao ajudam a delimitar os tecidos 

Os diferentes tipos de caderinas permitem que tipos celulares distintos se associem de 
modo seletivo: celulas que expressam um tipo de caderina irao maximizar seus contatos 
com celulas que expressam o mesmo tipo de caderina, com a segregagao de outros tipos 
celulares e delimitagao de tecidos especificos. A mistura de celulas pode ser inibida e a 
delimitagao de tecidos pode ser estabelecida tambem de outras formas: celulas de dife¬ 
rentes tipos podem se repelir ativamente. A ativagao bidirecional dos receptores Eph e 
efrinas, discutida no Capitulo 15, costuma mediar tal repulsao, atuando na interface de 
diferentes grupos de celulas, evitando sua mistura, repelindo a invasao de celulas ina- 
dequadas. A sinalizagao efrina-Eph e ativa, por exemplo, no limite entre os rombomeros 
discutidos antes. Rombomeros adjacentes expressam combinagoes complementares de 
efrinas e receptores Eph, e isso mantem as celulas dos rombomeros adjacentes segrega- 
das, e o limite entre eles e claramente estabelecido (Figura 21-49). 

Conjuntos de celulas semelhantes podem realizar rearranjos 
coletivos notaveis 

A separagao seletiva de celulas mediada pela repulsao efrina-Eph exemplifica como di¬ 
ferentes propriedades da superficie celular podem promover o rearranjo das celulas, fa- 
zendo celulas que expressam conjuntos distintos de genes se separem umas das outras. 
No entanto, grupos de celulas semelhantes tambem podem sofrer rearranjos notaveis. 
Durante a gastrulagao das ras, por exemplo, as celulas de uma regiao da superficie do 
epitelio sao invaginadas em conjunto para o interior do embriao, convergindo para a li- 
nha media embrionaria. Esse movimento e desencadeado principalmente pelo rearranjo 
ativo das celulas migrantes, denominado extensao convergente. As celulas se deslocam 
umas sobre as outras de modo coordenado, deslocando as celulas adjacentes conforme 
migram, fazendo a camada de celulas se estreitar ao longo de um eixo (convergir) e se 
alongar ao longo de outro eixo (estender). De maneira surpreendente, pequenos frag- 
mentos quadrados de tecido de regioes apropriadas do embriao, se isolados em cultura, 
irao espontaneamente se estreitar e alongar, assim como fariam no embriao (Figura 21- 
50). O alinhamento do movimento das celulas depende da mesma via de sinalizagao 
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Figura 21-49 Separagao seletiva mediada pela repulsao. A sinalizagao efrina-Eph na segmentagao do 
cerebro posterior em um embriao de galinha. Cada par de rombomeros (segmentos do cerebro posterior) esta 
associado a um arco braquial (um rudimento de guelras modificado) para o qual enviam inervagoes. Os rombo¬ 
meros se distinguem uns dos outros pela expressao diferenciada de genes Hox (ver Figura 21-32). A repulsao 
mutua (,barras vermelhas) entre as celulas que expressam EfrinaB2 no rombomero 4 e EphA4 no rombomero 5 
estabelecem limites definidos. 
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Figura 21-50 Extensao convergente 
e sua base celular. (A) Diagrama esque- 
matico de comportamentos celulares que 
formam a base da extensao convergente. 
As celulas formam lamelipodios, com os 
quais tentam se arrastar umas sobre as 
outras. 0 alinhamento dos movimentos 
dos lamelipodios ao longo de urn eixo 
comum leva a extensao convergente. Este 
processo depende da via de sinalizagao 
de polaridade celular planar Wnt-Frizzled 
e e cooperative, provavelmente porque 
as celulas ja alinhadas exercem forgas que 
tendem a alinhar celulas adjacentes de 
modo semelhante. 

(B-G) Padrao de extensao convergen¬ 
te da mesoderme dorsal durante a gastru- 
lagao em peixe-zebra em 8,8 (B, E), 9,3 (C, 
F) e 11,3 (D, G) horas apos a fertilizagao. 

As celulas que darao origem a notocorda 
estao destacadas em verde, e as celulas 
que darao origem aos somitos e musculos 
estao representadas em azul. Os dominios 
da notocorda e dos somitos sao separados 
espacialmente desde o inicio do registro 
do experimento (B, E), mas sua delimita- 
gao a principio nao e clara e so mais tarde 
se torna obvia. A convergence estreita 
o dominio da notocorda a uma largura 
equivalente a duas celulas no ultimo ponto 
registrado (D, G). (A, de J. Shih e R. Keller, 
Development 116:901-914, 1992; B-G, 
conforme N.S. Glickman et al., Develop¬ 
ment 130:873-887, 2003. Com permissao 
de The Company of Biologists.) 

que esta envolvida no estabelecimento da polaridade celular planar do desenvolvimento 
epitelial, discutido a seguir. 

A polaridade celular planar ajuda a orientar a estrutura e o 
movimento celular no epitelio em desenvolvimento 

As celulas em um epitelio sempre apresentam polaridade apical-basal (discutido no 
Capitulo 19), mas as celulas de diversos epitelios apresentam uma polaridade adi- 
cional nos angulos localizados a direita do seu eixo: todas as celulas estao arranjadas 
como se uma seta interna estivesse voltada para um angulo especifico no piano do epi¬ 
telio. Esse tipo de polaridade e denominado polaridade celular planar. Nas asas das 
moscas, por exemplo, cada celula epitelial possui uma pequena projegao assimetrica, 
denominada pelo da asa, em sua superficie, e os pelos todos apontam em diregao a 
ponta da asa. De modo similar, no ouvido interno dos vertebrados, cada celula pilosa 
mecanossensorial apresenta um feixe assimetrico de protrusoes preenchidas por acti- 
na, chamadas estereocilios, que se projetam a partir da membrana plasmatica apical 
para a deteegao de som e de forgas como a gravidade. A inclinagao destas estruturas 
em uma diregao induz a abertura dos canais ionicos da membrana, ativando a celula 
eletricamente; a inclinagao dos cilios na outra diregao tern efeito oposto. Para que o ou¬ 
vido funcione da forma correta, e preciso que suas celulas pilosas estejam orientadas 
corretamente. A polaridade celular planar tambem e importante no trato respiratorio, 
onde cada celula ciliada deve orientar o batimento de seus cilios para deslocar o muco 
para cima, para fora dos pulmoes. 

O rastreamento de mutantes com alteragoes no pelo das asas em Drosophila per- 
mitiu a identificagao de uma serie de genes criticos a polaridade celular planar das mos¬ 
cas. Alguns desses genes codificam componentes da via de sinalizagao Wnt, outros co- 
dificam membros especializados na superfamilia das caderinas, enquanto a fungao de 
outros genes ainda nao e conhecida. Esses componentes da sinalizagao de polaridade 
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TIRO SELVAGEM MUTANTE Flamingo 

Figura 21-51 Polaridade celular planar. (A) Pelos na asa de uma mosca. Cada celula do epitelio piloso forma 
uma pequena protrusao, ou "pelo", no seu apice, e todos os pelos posicionam-se em diregao a ponta da asa. 
Isso reflete a polarizagao planar na estrutura de cada celula. (B) Celulas pilosas sensoriais do ouvido inferno de 
camundongo tambem apresentam uma polaridade planar bem definida, por meio do padrao de orientagao dos 
estereodlios (protrusoes preenchidas com actina) em sua superffcie. A detecgao do som depende da orientagao 
coordenada e correta das celulas pilosas. (C) Uma mutagao no gene Flamingo da mosca, que codifica uma 
caderina nao classica, rompe o padrao de polaridade celular planar das asas. (D) Uma mutagao em urn gene ho¬ 
mologo ao Flamingo, em camundongo, randomiza a orientagao vetorial da polaridade celular planar das celulas 
pilosas do ouvido. 0 animal mutante e surdo. (A e C, de J. Chae et al., Development 126:5421-5429, 1999. 
Com permissao de The Company of Biologists; B e D, de J.A. Curtin et al., Curr. Biol. 13:1129-1133, 2003. Com 
permissao de Elsevier.) 


celular planar estao organizados nas jungoes celula-celula do epitelio de modo a que sua 
influencia na polaridade da celula seja propagada de uma celula para a outra. O mesmo 
sistema de protemas, essencialmente, controla a polaridade celular planar nos vertebra - 
dos; camundongos deficientes dos genes homologos de polaridade planar de Drosophila 
apresentam uma variedade de defeitos, incluindo a orientagao incorreta das celulas pi¬ 
losas do ouvido interno, tornando-os surdos (Figura 21-51). 


Interagoes entre um epitelio e um mesenquima geram estruturas 
tubulares ramificadas 



Figura 21-52 A via aerea pulmonar, mos- 
trada como a arvore dos bronquios de 
um humano adulto. Resinas de diferentes 
cores foram injetadas em diferentes pontos de 
ramificagao da via aerea. (De R. Warwick e P.L. 
Williams, Gray's Anatomy, 35th ed. Edinburgh: 
Longman, 1973.) 


Os animais requerem tipos especializados de superficies epiteliais para diversas fun- 
goes, incluindo excregao, absorgao de nutrientes e trocas gasosas. Onde grandes su¬ 
perficies sao necessarias, tais superficies epiteliais costumam estar organizadas em 
estruturas tubulares ramificadas. O pulmao e um exemplo. Ele se origina dos brotos 
epiteliais que se originam a partir do revestimento basal do intestino delgado (jejuno) e 
invade o mesenquima adjacente para dar origem aos bronquios, sistema de tubos que 
se ramifica repetidamente conforme se estende. As celulas endoteliais que compoem 
o revestimento dos vasos sanguineos invadem o mesmo mesenquima, dando origem 
a um sistema fechado de vias aereas e de vasos sanguineos, conforme necessario para 
as trocas gasosas nos pulmoes (Figura 21-52). Todo esse processo de morfogenese de 
ramificagao depende de sinais que fluem em ambas as diregoes entre os brotos epite¬ 
liais em crescimento e o mesenquima. Estudos geneticos em camundongos indicaram 
que protemas FGF e seus receptores tirosina-cinase desempenham papel central nes- 
tes processos de sinalizagao. A. sinalizagao FGF tern varios papeis no desenvolvimento, 
mas e especialmente importante nas muitas interagoes que ocorrem entre um epitelio e 
um mesenquima em desenvolvimento. 

No caso do desenvolvimento dos pulmoes, FGF 10 e expressa em conjuntos de 
celulas do mesenquima que se encontram proximas a extremidade do tecido epitelial 
tubular em crescimento, e seus receptores sao expressos nas celulas epiteliais invasoras. 
Em camundongos mutantes deficientes de FGF10, o broto primordial do epitelio pulmo- 
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nar e formado, mas nao e capaz de crescer no mesenquima e dar origem as ramificagoes 
dos bronquios. De modo oposto, se uma esfera inerte microscopica contendo FGF10 for 
colocada proxima ao epitelio pulmonar embrionario em cultura, ela ira induzir a forma¬ 
gao de um broto e o crescimento do epitelio na sua diregao. Evidentemente, o epitelio 
invade o mesenquima apenas se estimulado, em resposta a FGF10. 

O que induz a ramificagao repetida do epitelio pulmonar tubular em crescimento 
durante a invasao do mesenquima? Esse processo depende de um sinal Sonic hedgehog 
que e enviado na diregao oposta, a partir das celulas epiteliais nas extremidades dos bro¬ 
tos, de volta para o mesenquima, como mostrado na Figura 21-53. Em camundongos 
sem Sonic hedgehog, o epitelio dos pulmoes cresce e se diferencia, mas forma um saco 
em vez de uma arvore ramificada de tubulos. 

A sinalizagao FGF atua de modo notavelmente similar na formagao do sistema de 
trocas gasosas dos insetos, que e composto por finos canais preenchidos por ar, chama- 
dos traqueias e traqueolas. Essas estruturas se formam a partir da epiderme que recobre 
a superficie do corpo e se estende para a parte interna, invadindo tecidos adjacentes, se 
ramificando e estreitando durante o processo (Figura 21-54). Sinais FGF atuam sobre as 
celulas localizadas na extremidade da traqueia em crescimento, induzindo a formagao 
de filopodios e a sua migragao em diregao a fonte de sinal FGF. Como as extremidades 
das celulas permanecem ligadas ao restante do epitelio da traqueia, a forga de tragao 
gerada promove o alongamento do tubo da traqueia. 

Inicialmente, o padrao de produgao de FGF nos embrioes de moscas e determina- 
do pelos sistemas de formagao de padroes D-V e A-P antes discutidos. Nas etapas poste- 
riores do desenvolvimento, no entanto, a expressao de FGF e induzida pelos reguladores 
da transcrigao chamados d efatores induzidos por hipoxia ( HIFs ) que sao ativados por 
hipoxia (baixa concentragao de oxigenio). Dessa forma, a hipoxia estimula a formagao 
de uma traqueia cada vez mais fina e ramificada, ate que o suprimento de oxigenio seja 
suficiente para interromper este processo. Hipoxia e HIFs apresentam fungoes seme- 
lhantes nos vertebrados, em especial no desenvolvimento dos vasos sangumeos, como 
veremos no proximo capitulo. 


Figura 21-53 Morfogenese de ra¬ 
mificagao nos pulmoes. Modo pelo 
qual FGF10 e Sonic hedgehog induzem 
o crescimento e a ramificagao dos bro¬ 
tos da arvore bronquica. Muitas outras 
moleculas-sinal, como BMP4, tambem sao 
expressas neste sistema, e o mecanismo 
de ramificagao sugerido e apenas uma das 
varias possibilidades. 

Como indicado, a proteina FGF10 
e expressa em agrupamentos de celulas 
mesenquimais proximas as extremidades 
dos tubos epiteliais em crescimento, e seu 
receptor e expresso nas proprias celulas 
epiteliais. 0 sinal Sonic hedgehog e envia¬ 
do na diregao oposta, a partir das celulas 
epiteliais nas extremidades dos brotos, de 
volta para o mesenquima. 0 padrao de 
expressao genica e cronologia sugere que 
o sinal Sonic hedgehog atue inibindo a 
expressao de FGF10 nas celulas do mesen¬ 
quima proximas a extremidade do broto 
em crescimento, dividindo o conjunto de 
celulas secretoras de FGF10 em dois con- 
juntos individuals, que induzem a ramifica¬ 
gao do broto em dois. 



Embriao de Drosophila 


Sistema da traqueia 



Figura 21-54 Morfogenese das ramificagoes nas vias aereas da mosca. (A) Sistema embrionario da tra¬ 
queia em Drosophila. (B) Sinais FGF (produzidos pelo gene Branchless em Drosophila) das celulas adjacentes ao 
epitelio da traqueia ativam seus receptores FGF, induzindo a formagao de filopodios e o alongamento do tubo. 
[A, de G. Manning e M.A. Krasnow, in The Development of Drosophila (A. Martinez-Arias e M. Bate, eds), Vol. 
1, p. 609-685. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1993.] 
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Figura 21-55 As variagoes de com- 
portamento celular envolvidas na 
formagao de tubos. 0 enovelamento da 
origem ao tubo neural, o brotamento e 
responsavel pela formagao dos pulmoes e 
da traqueia, a formagao do tubo oco ocor- 
re durante a genese das glandulas salivares 
de mamiferos, a formagao de celulas 
ocas esta envolvida com a formagao das 
celulas terminals dos tubos das traqueias, 
e a associagao celular da origem ao tubo 
cardiaco que se forma nas etapas iniciais 
do desenvolvimento cardiaco. 


Um epitelio pode se curvar durante o desenvolvimento para dar 
origem a um tubo ou vesicula 

A formagao de um sistema de tubos como os vasos sangumeos e as vias aereas e um pro- 
cesso complexo e pode envolver diversas formas de comportamento celular, conforme 
ilustrado na Figura 21-55. 

Conforme explicado no Capitulo 19, o processo que converte uma camada epite- 
lial em um tubo depende da contragao de feixes especificos de filamentos de actina. Com 
a ajuda da protema motora miosina, os filamentos de actina podem se contrair, induzin- 
do a contragao das celulas epiteliais. Esses filamentos de actina estao conectados de uma 
celula a outra pelas jungoes aderentes, e se a sua contragao e coordenada ao longo de 
um eixo especifico, o resultado sera a curvatura da camada epitelial e a formagao de um 
tubo (Figura 21-56). O tubo neural vertebral, que sera discutido na ultima segao deste 
capitulo, e formado dessa maneira. 


Camada de celulas epiteliais 


iMgnBgnnggnnjgnnanaggncrai 


Cinta de adesao e 
filamentos associados 
de actina 



INVAGINAgAO DA CAMADA EPITELIAL 
INDUZIDA PELA CONTRAgAO ORGANIZADA 
AO LONGO DA CINTA DE ADESAO EM REGIOES 
ESPEOFICAS DA CAMADA DE CELULAS 


O TUBO EPITELIAL SE DESTACA DA 
CAMADA ADJACENTE DE CELULAS 




Tubo neural em formagao 


50 |xm 


Figura 21-56 Dobramento da camada epitelial e formagao de um tubo. A contragao dos feixes apicais de 
filamentos de actina conectados entre as celulas pelas jungoes aderentes induz a contragao da parte superior 
das celulas. Dependendo de como o movimento de contragao esta orientado ao longo de um dos eixos da ca¬ 
mada, ou se ocorre com a mesma intensidade em todas as diregoes, o epitelio ira se dobrar em um tubo ou se 
invaginar para formar uma vesicula. (A) Esquema mostrando como a contragao apical ao longo de um eixo de 
uma camada epitelial pode formar um tubo. (B) Micrografia eletronica de varredura de uma secgao de um em- 
briao de galinha de dois dias, mostrando a formagao do tubo neural mediante processo esquematizado em (A). 
(B, cortesia de Jean-Paul Revel.) 
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Resumo 

O desenvolvimento animal envolve movimentos celulares notaveis, incluindo a migragao 
guiada de celulas individuals, a adesao e repulsao de grupos de celulas e a complexa exten- 
sao, ramificagao e enrolamento de tecidos epiteliais. Celulas migrantes, como as da crista 
neural, desprendem-se de seus vizinhos originais e percorrem o embriao para colonizar no- 
vos sitios. Diversas celulas migrantes, incluindo as celulas germinativas primordiais, sao 
guiadas por quimiotaxia dependente do receptor CXCR4 e seu ligante CXCL12. Em geral, 
as celulas que apresentam moleculas de adesao similares em sua superficie se agrupam e 
tendem a segregar outros grupos celulares com diferentes caracteristicas em sua superficie. 
A adesao seletiva celula-celula efrequentemente mediada pelas caderinas; a repulsao e, em 
muitos casos, promovida pela sinalizagao efrina-Eph. Em uma camada epitelial, as celulas 
podem se reorganizar para promover a convergencia e extensao epitelial, como ocorre na 
gastrulagao. Diversos movimentos sao coordenados pela via de sinalizagao de polaridade 
planar dependente de Wnt, que tambem e responsavel pela orientagao correta de diver¬ 
sos tipos de epitelio. Estruturas tubulares ramificadas elaboradas, como as vias aereas dos 
pulmoes, tern origem na sinalizagao bidirecional entre o broto do epitelio e o mesenquima 
invadido, em um processo chamado morfogenese de ramificagao. Tubos epiteliais e vesi- 
culas podem ser formados de diferentes maneiras, a mais simples sendo o enrolamento e 
separagao de um segmento de epitelio, como naformagao do tubo neural. 

CRESCIMENTO 

Surpreendentemente, sabemos muito pouco acerca de um dos aspectos mais fundamen¬ 
tals do desenvolvimento animal - como o tamanho de um animal ou orgao e determina- 
do. Por que, por exemplo, crescemos e somos muito maiores do que um camundongo? 
Ate em uma mesma especie, o tamanho pode variar de modo significativo; um dogue 
alemao, por exemplo, pode pesar 40 vezes mais do que um chihuahua (Figura 21-57). 

Tres variaveis definem o tamanho de um orgao ou organismo: o numero de celu¬ 
las, o tamanho das celulas e a quantidade de material extracelular por celula. As dife- 
rengas de tamanho sao resultantes da variagao de qualquer um desses fatores (Figura 
21-58). Se compararmos um camundongo e um ser humano, por exemplo, percebemos 
que a diferenga de tamanho se baseia no numero de celulas, sendo esse numero 3 mil 
vezes maior nos humanos, correspondendo a um corpo com massa cerca de 3 mil vezes 
maior. Especies selvagens e cultivadas de vegetais, por outro lado, geralmente diferem 
quanto ao tamanho de suas celulas. 

O desafio, portanto, e compreender como o numero de celulas, seu tamanho e a 
produgao de matriz extracelular sao regulados. Inicialmente, e preciso identificar os si- 
nais que estimulam ou inibem o crescimento. Entao e necessario estabelecer como esses 
sinais sao regulados. Em diversos casos, o tamanho de um orgao ou de um organismo 
como um todo parece ser controlado por homeostasia, e o tamanho correto e atingido e 
mantido mesmo se submetidos a grandes perturbagoes. Isso sugere que a estrutura em 
formagao percebe seu proprio tamanho e utiliza essa informagao para regular os sinais 
que controlam seu proprio crescimento ou redugao de tamanho. Na maioria dos casos, a 
natureza desse mecanismo de controle continua sendo um grande misterio. 

Em outros casos, a duragao da fase de crescimento e o tamanho final parecem ser 
controlados por uma programagao intracelular que reconhece o tamanho da estrutura 
em desenvolvimento. Essas programagoes intracelulares tambem nao sao completa- 
mente compreendidas, como ja foi discutido acerca do controle temporal do desenvol¬ 
vimento. Muitas vezes, o tamanho e a proporgao das partes corporais parecem depender 
de combinagoes de mecanismos de controle de mensuragao de tamanho e de programas 
intracelulares, assim como de influencias ambientais, como nutrigao. 

A variagao nas estrategias de controle e ilustrada por alguns experimentos classi- 
cos de transplantes. Se varias glandulas de timo de fetos forem transplantadas em um 
camundongo em desenvolvimento, cada uma ira crescer ate atingir seu tamanho carac- 
teristico em adultos. Ao contrario, se diversos bagos de fetos forem transplantados, cada 
um deles sera menor do que o normal, mas coletivamente crescerao ate atingir o tama¬ 
nho de um bago adulto. Portanto, o crescimento do timo e controlado por mecanismos 
locais intrinsecos ao orgao, enquanto o crescimento do bago e controlado por mecanis- 



Figura 21-57 Membros de uma mesma 
especie podem apresentar tamanhos signi- 
ficativamente distintos. Um chihuahua pesa 
entre 2 e 5 quilos, e um dogue alemao pode 
pesar entre 45 e 90 quilos. (Cortesia de Deanne 
Fitzmaurice.) 
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Figura 21-58 Fatores determinantes 
do tamanho de um orgao. 



mos de retroalimentagao que percebem a quantidade de tecido do bago presente em 
todo o organismo. Nos dois casos, esses mecanismos de controle nao sao conhecidos. 

A proliferagao, a morte e o tamanho das celulas determinam o 
tamanho dos orgaos 

O verme nematodeo C. elegans ilustra as diferentes maneiras pelas quais o tamanho de 
um organismo ou orgao e determinado. Esse organismo apresenta um programa de de- 
senvolvimento surpreendentemente preciso e previsivel. Cada individuo de um dado 
sexo e gerado praticamente pela mesma sequencia de divisoes e mortes celulares, e 
como consequencia apresenta precisamente o mesmo numero de celulas somaticas - 
959 em um adulto hermafrodita (o sexo da maioria desses animais) -, embora o numero 
de celulas germinativas seja mais variavel entre os individuos. Esse desenvolvimento es- 
tereotipado torna possivel o rastreamento das celulas da linhagem somatica em grandes 
detalhes. Mais de mil divisoes celulares dao origem a 1.090 celulas somaticas durante o 
desenvolvimento hermafrodita, mas 131 dessas celulas passam pelo processo de morte 
celular programada. Assim, a regulagao precisa da divisao e morte celular determina o 
numero final de celulas somaticas do verme. De fato, rastreamentos geneticos em C. ele¬ 
gans identificaram os primeiros genes responsaveis pela apoptose e sua regulagao - re- 
volucionando nossa compreensao sobre os mecanismos moleculares que medeiam essa 
forma de morte celular programada (discutido no Capitulo 18). 

O numero final de celulas somaticas em um verme adulto ja esta presente no mo¬ 
menta da maturidade sexual (cerca de tres dias apos a fertilizagao), e, apos esse momenta, 
nao ocorre a geragao de mais celulas somaticas. Mesmo assim, o verme continua a crescer, 
dobrando seu tamanho entre a fase de maturidade sexual e morte, 2 a 3 semanas mais 
tarde. Tal aumento de tamanho e resultado do crescimento das celulas somaticas: embora 
as celulas nao se dividam, elas continuam a crescer ao longo de ciclos de sintese de DNA; 
essa replicagao endogena do genoma torna as celulas poliploides. Como em todos os or- 
ganismos, o tamanho de uma celula e proporcional a sua ploidia - ou seja, ao numero de 
copias do genoma contido na celula: uma duplicagao da ploidia resulta aproximadamen- 
te em uma duplicagao do volume celular. Mediante manipulagao artificial da ploidia em 
uma celula somatica e, portanto, do tamanho desta celula, o tamanho do verme pode ser 
aumentado ou diminuido. Portanto, o tamanho final do verme nematodeo e estabelecido 
pela combinagao de divisoes e morte celular programada, assim como pela regulagao do 
tamanho celular por meio de mudangas na ploidia. 

Nas plantas, assim como nos animais, o tamanho das celulas aumenta com o au¬ 
mento da ploidia (Figura 21-59). Esse efeito tern sido explorado na agricultura, median¬ 
te cruzamento de plantas de tamanho aumentado: a maior parte das frutas e vegetais 
que consumimos e poliploide. 

Animais e orgaos sao capazes de acessar e regular a massa 
celular total 

O tamanho de um animal ou orgao depende do numero e do tamanho das celulas - isto 
e, da massa celular total. De modo notavel, diversos animais e orgaos sao capazes de ava- 
liar sua massa celular total e regula-la, fornecendo evidencias da agao de mecanismos de 
retroalimentagao como os descritos na parte introdutoria dos principios gerais do con- 
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Figura 21-59 Efeitos da ploidia no tamanho das celulas e dos orgaos. Em todos os organismos, desde 
bacterias ate humanos, o tamanho celular e proporcional a ploidia - o numero de copias do genoma por celula. 
Este fenomeno e ilustrado para (A-D) flores de Arabidopsis e (E) salamandras. Em cada caso, os paineis supe- 
riores mostram celulas de urn tecido especifico [uma petala para Arabidopsis e urn tubulo pro-nefrotico (rins) 
para a salamandra]; os paineis inferiores mostram a anatomia geral - as flores d e Arabidopsis e o corpo da sa- 
lamandra. No caso das flores de Arabidopsis, o aumento no tamanho das celulas causa o aumento do tamanho 
do orgao. Ao contrario, a salamandra e seus orgaos individuals mantem seu tamanho normal independente 
da ploidia, pois o aumento do tamanho da celula e compensado com a diminuigao do numero de celulas. Este 
exemplo mostra como o tamanho de urn organismo, ou orgao, nestas especies nao e controlado simplesmente 
pela quantificagao das divisoes celulares ou do numero de celulas; o tamanho final e de alguma forma controla¬ 
do pelo volume total de massa celular. (A-D, de C. Breueretal., Plant Cell 19:3655-3668, 2007. Com permissao 
da American Society of Plant Biologists; E, adaptada de G. Fankhauser, em Analysis of Development [B.H. Willier, 
P.A. Weiss e V. Hamburger, eds], p. 126-150. Philadelphia: Saunders, 1955.) 


trole de crescimento. Diferente do processo identificado em C. elegans, nesses casos, se o 
tamanho de uma celula for artificialmente aumentado ou diminuido, o numero de celu¬ 
las se ajusta para manter a massa total de celulas. Esse processo foi ilustrado em detalhes 
por experimentos realizados com salamandras, onde o tamanho das celulas pode ser 
manipulado pela alteragao da ploidia do animal. Conforme ilustrado na Figura 21-59E, 
salamandras de diferentes ploidias apresentam o mesmo tamanho e numero diferen¬ 
te de celulas. As celulas individual em uma salamandra pentaploide, por exemplo, sao 
cerca de cinco vezes maiores do que as celulas de uma salamandra haploide, mas o orga¬ 
nismo apresenta apenas um quinto do numero total de celulas. Essa adequagao em esca- 
la nao ocorre apenas no organismo como um todo, mas tambem nos orgaos individual. 

Os discos imaginais de Drosophila fornecem outro bom exemplo do controle ho- 
meostatico do tamanho. Estas estruturas correspondem a grupos de celulas que crescem 
por proliferagao celular durante o periodo de larva e que, durante a etapa de pupa, for- 



Figura 21-60 Os discos imaginais 
na larva de Drosophila ( abaixo ) e as 
estruturas do adulto ( acima) que eles 
originam. (De J.W. Fristrom et al., in 
Problems in Biology: RNA in Development 
[E.W. Hanley, ed.], p. 382. Salt Lake City: 
University of Utah Press, 1969.) 
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Figura 21-61 Anao e gigante hipofisarios. 0 "gigante" a direita e Robert Ladlow (1914-1940), o homem 
mais alto de que se tem registro, com 2,72 m, ao lado de seu pai, de 1,82 m. 0 anao a esquerda e o General 
Tom Thumb, nome artistico de Charles Sherwood Stratton (1838-1883). No seu aniversario de 18 anos, ele 
media 82,6 cm de altura e, quando faleceu, media 102 cm. (Imagens obtidas de http://en.wikipedia.org/wiki/ 
File:Robert_Wadlow.jpg. © Bettmann/CORBIS.) 

mam os orgaos e as extremidades da mosca adulta (Figura 21-60). A maior parte dos ex- 
perimentos foi realizada utilizando o disco imaginal da asa. Mutagoes nos componentes 
da maquinaria do controle do ciclo celular podem ser utilizadas para acelerar ou reduzir 
a velocidade das divisoes celulares do disco. Notavelmente, essas mutagoes podem re- 
sultar, respectivamente, em um numero excessivo de celulas anormalmente pequenas, 
ou em um numero reduzido de celulas anormalmente grandes, mantendo o tamanho 
(area) e a formagao de padroes da asa da mosca adulta quase inalterados. Portanto, o 
tamanho do disco nao e regulado pela manutengao do numero de celulas. Ao contrario, 
deve haver mecanismos reguladores que interrompem o crescimento quando a massa 
celular total do disco atinge o tamanho adequado, garantido o desenvolvimento normal 
da asa do adulto em tamanho e formagao de padroes. Os discos em desenvolvimento - 
ou mesmo fragmentos dos discos - retirados de seu contexto normal e transplantados no 
abdome de uma femea adulta irao crescer ate atingir seu tamanho normal. Claramente, 
os mecanismos que controlam o tamanho do disco sao intrinsecos as suas celulas. 

Ainda nao sabemos muito sobre como os organismos ou orgaos avaliam sua massa 
total, ou sobre como controlam seu proprio crescimento. Estamos apenas comegando 
a compreender algumas das moleculas de sinalizagao que estimulam ou interrompem 
o crescimento em resposta aos estimulos que content as informagoes sobre o tamanho 
atingido. 


Sinais extracelulares estimulam ou inibem o crescimento 



Ja vimos como alguns sinais atuam de modo sistemico como hormonios que controlam o 
desenvolvimento dos animais como um todo. Alguns desses hormonios atuam na regu- 
lagao do crescimento. Nos mamiferos, por exemplo, o hormonio do crescimento (GH) 
e secretado pela glandula hipofisaria na circulagao sangumea e estimula o crescimento 
de todo o corpo: a produgao excessiva do hormonio do crescimento leva ao gigantismo, e 
a falta desse hormonio causa o nanismo (Figura 21-61). Os anoes hipofisarios possuem 
corpo e orgaos proporcionalmente menores, ao contrario dos anoes acondroplasticos, 
por exemplo, cujos membros sao desproporcionais e curtos, em geral como resultado de 
uma mutagao no gene que codifica um receptor FGF que interrompe o desenvolvimento 
normal das cartilagens (Figura 21-62). 

O hormonio do crescimento estimula o crescimento pela indugao da produgao, no 
figado e em outros orgaos, do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1), 
que atua principalmente como um sinalizador local em diversos tecidos aumentando 
a sobrevivencia, o crescimento e a proliferagao celulares, ou uma combinagao destes 
fatores, dependendo do tipo celular. Ragas grandes, como o dogue alemao, devem seu 
tamanho aumentado a alta concentragao de IGF1, enquanto ragas miniatura como os 
Chihuahuas possuem concentragoes baixas de IGF1 (ver Figura 21-57). 

Nem todos os sinais extracelulares que controlam o crescimento estimulam o seu 
aumento; alguns o inibem, seja pelo estimulo da morte celular, da inibigao do cresci¬ 
mento celular, ou ambos. A Miostatina e um membro da familia TGFp que inibe especi- 
ficamente o crescimento e a proliferagao de mioblastos - as celulas precursoras que se 
fundem para dar origem as grandes celulas multinucleadas do esqueleto. Quando o gene 
da Miostatina e removido em camundongos, os musculos crescem e ficam varias vezes 
maiores que o normal. Duas ragas de gado selecionadas para apresentarem musculatura 


Figura 21-62 Acondroplasia. Este tipo de nanismo ocorre em um a cada 10 mil a 100 mil nascimentos; em 
mais de 99% dos casos, resulta de uma mutagao em um local identico do genoma, que corresponde ao amino- 
acido 380 (uma glicina no dominio transmembrana) da proteina FGFR3, um receptor de FGF. A mutagao e do- 
minante, e quase todos os casos se devem a uma nova mutagao que ocorre de forma independente, sugerindo 
uma taxa extraordinariamente alta de mutagao neste local particular do genoma. O defeito na sinalizagao FGF 
causa nanismo por interferir com o crescimento da cartilagem em ossos longos em desenvolvimento. (Da pintura 
de Velasquez de Sebastian de Morra. © Museo del Prado, Madri.) 
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Tipo selvagem 


Mutante miostatina 



Figura 21-63 A miostatina limita o crescimento muscular. Um cao galgo tipo selvagem e um cao galgo com 
a mutagao e o bloqueio da agao da miostatina. (A, de http://www.merlinanimalrescue.co.uk/dogs/?m=201211; 
B, de http://animalslook.com/schwarzenegger-dog/.) 


aumentada apresentam mutagoes no gene da Miostatina ; e cachorros galgos mutantes 
para Miostatina tambem se desenvolvem de modo semelhante (Figura 21-63). 

Assim como a propria TGF(3, a miostatina atua a partir da via de sinalizagao in- 
tracelular Smad (ver Figura 15-57) para inibir especificamente o crescimento muscu¬ 
lar. Outra via de sinalizagao intracelular, chamada via Hippo, inibe o crescimento de 
orgaos e organismos de modo mais geral. Essa via foi descoberta em Drosophila, mas 
tambem esta presente nos vertebrados. Ela inibe o crescimento pelo esti'mulo da morte 
celular programada (mediante bloqueio dos inibidores da apoptose) e pela inibigao da 
progressao do ciclo celular (mediante inibigao da expressao do gene Ciclina E do ciclo 
celular). Alguns componentes da via presente em Drosophila estao representados na 
Figura 21-64. Os orgaos de animais anormalmente resistentes a repressao mediada por 
Hippo podem crescer ate atingir tamanhos monstruosos (Figura 21-65). 

E importante destacar que, em todas as especies, a condigao nutricional desempe- 
nha papel fundamental na regulagao do ritmo e duragao do crescimento, e nos animais o 
seu efeito e mediado pelas vias de sinalizagao hormonais que sao altamente conservadas 
entre os vertebrados e invertebrados. Nao discutiremos detalhes aqui, mas experimentos 
geneticos, sobretudo em Drosophila, comegam a revelar a organizagao desses mecanis- 
mos de controle e indicam que eles atuam junto com outras maquinarias de controle, 
como a via Hippo, na determinagao do tamanho final de um orgao ou organismo. 


Hippo 

\ 

Warts 

1 

Yorkie/Yap 

/ I \ 

Myc Ciclina E 

(crescimento) (divisao) (sobreviv§ncia) 


CRESCIMENTO DE TECIDOS 

Figura 21-64 Via de sinalizagao 
Hippo. Hippo, uma protefna-cinase, limita 
o crescimento mediante fosforilagao e 
ativagao da cinase Warts, que, por sua vez, 
fosforila e inativa o coativador da trans- 
crigao Yorkie (denominado Yap nos verte¬ 
brados). Na forma nao fosforilada, Yorkie/ 
Yap estimuia o crescimento de tecidos: ele 
ativa a transcrigao do gene Myc, estimula- 
dor do crescimento, do gene Ciclina E, que 
estimuia a progressao do ciclo celular, do 
gene Diap antiapoptotico e do micro-RNA 
Bantam. A fosforilagao de Yorkie/Yap in- 
duzida por Hippo inibe a sua agao. 


Resumo 

O tamanho dos animais e de seus orgaos varia amplamente e depende principalmente da 
sua massa celular total Essa massa total depende, por sua vez, do tamanho e numero de 
celulas, que podem ser aumentados pelo crescimento celular e divisdes celulares, respecti- 
vamente. O numero de celulas e reduzido pela morte celular programada. Cada um desses 
processos depende de sinais intracelulares e extracelulares. Ainda nao esta claro como tais 


Tipo selvagem Atividade Yap aumentada Tipo selvagem Atividade Yap aumentada 



(A) Figado de um camundongo (B) Cabega de uma mosca 


Figura 21-65 A inibigao da repressao Hippo aumenta o tamanho de orgaos. (A) Ffgados de camundongos 
controle e com superexpressao de Yap. Neste camundongo, a sinalizagao Hippo nao e suficiente para bloquear 
Yap. (B) Cabegas de moscas adultas, controle e com superexpressao de Yap. Nas moscas mutantes, a sinalizagao 
Hippo nao e capaz de bloquear Yap. (De J. Dong et al., Cell 130:1120-1133, 2007.Com permissao de Elsevier.) 
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processos sao regulados e coordenados para estabelecer e manter o tamanhofinal caracte- 
ristico de um orgao ou animal adulto. 

Alguns sinais, comofatores de sobrevivencia, fatores de crescimento e mitogenos, 
estimulam o crescimento pela promogao da sobrevivencia celular, do crescimento ce- 
lular e da divisao celular ; respectivamente, enquanto outras moleculas de sinalizagao 
promovem a agao oposta. Embora a maioria desses sinais apresente agao local para 
ajudar na manutengao do tamanho e da forma de um animal, seus orgaos e apendices, 
outros sinais atuam como hormonios na regulagao do crescimento do animal como um 
todo. Nutrientes podem regular o crescimento mediante sinalizagao hormonal em todo 
o organismo. 

Diversos animais e orgaos sao capazes, a partir de mecanismos ainda nao iden- 
tificados, de avaliar sua massa celular total e regula-la. Se, por exemplo, o tamanho 
das celulas for aumentado ou diminuido artificialmente, o numero de celulas e ajusta- 
do para manter a massa total constante. Da mesma forma, se o numero de celulas for 
aumentado ou diminuido artificialmente, o tamanho das celulas e ajustado de modo 
compensators. 

DESENVOLVIMENTO NEURAL 

0 desenvolvimento do sistema nervoso apresenta problemas pouco vistos em outros te- 
cidos. Uma celula nervosa tipica, ou neuronio, possui uma estrutura distinta das demais 
classes de celulas, com um longo axonio e dendritos ramificados, ambos estabelecendo 
conexoes sinapticas com outras celulas (Figura 21-66). O desafio central no desenvolvi¬ 
mento neural e explicar como axonios e dendritos se desenvolvem, encontram seus par- 
ceiros corretos e realizam sinapses com esses parceiros de modo seletivo estabelecendo 
uma rede neural - um sistema de sinalizagao eletrica - que funciona corretamente para 
controlar o comportamento (Figura 21-67). O problema e formidavel: o cerebro humano 
contem mais de 10 11 neuronios, cada um dos quais, em media, deve fazer conexoes com 
milhares de outros, de acordo com um piano de ligagao previsivel e regular. A precisao 
necessaria nao e tao grande como a existente em um computador artificial, pois o ce¬ 
rebro realiza suas computagoes de maneira diferente e e mais tolerante aos caprichos 
dos componentes individuais. No entanto, o cerebro supera todas as outras estruturas 
biologicas em sua complexidade organizada. 

Os componentes de um sistema nervoso tipico - as varias classes de neuronios, 
celulas da glia, celulas sensoriais e musculos - originam-se em diversos locais extensa- 
mente separados no embriao. Assim, na primeira fase do desenvolvimento neural, as 
diferentes partes do sistema nervoso se desenvolvem de acordo com seus programas 
de desenvolvimento locais: os neuronios sao criados e tern caracteristicas especificas 
de acordo com o local e momento da sua geragao, sob o controle de sinais indutores e 
reguladores da transcrigao, por meio dos mecanismos antes descritos. Na proxima fase, 
os neuronios recem-criados estendem axonios e dendritos ao longo de rotas especificas, 
em diregao as suas celulas-alvo e guiados por sinais extracelulares de atragao e repul- 
sao. Na terceira fase, os neuronios estabelecem sinapses com outros neuronios ou ce¬ 
lulas musculares, estabelecendo uma rede provisoria, mas ordenada, de conexoes. Na 


Figura 21-66 Um neuronio tipico de 
um vertebrado. As setas indicam a dire¬ 
gao em que os sinais sao transmitidos. 0 
neuronio mostrado e uma celula em cesto, 
um tipo comum de neuronio no cerebelo. 
(Adaptada de S. Ramon y Cajal, Histologie 
du Systeme Nerveux de I'Homme et des 
Vertebres, 1909-1911. Paris: Maloine; 
reprinted, Madrid: C.S.I.C., 1972.) 
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Figura 21-67 A complexa organizagao das conexoes das celulas nervosas. Esta ilustragao representa uma 
secgao transversal de uma pequena parte do cerebro de um mamifero - o bulbo olfatorio de um cao, corado 
pela tecnica de Golgi. Os objetos pretos sao neuronios; as linhas finas sao axonios e dendritos, por meio dos 
quais os varios grupos de neuronios sao interconectados de acordo com regras precisas. (De C. Golgi, Riv. sper. 
freniat. Reggio-Emilia 1:405-425, 1875.) 

fase final, que se mantem durante a vida adulta, as conexoes sinapticas sao ajustadas e 
refinadas por mecanismos que geralmente dependem da sinalizagao sinaptica entre as 
celulas envolvidas (Figura 21-68). Em todas as etapas, os neuronios estao em contato 
com varias celulas nao neuronais de sustentagao - as celulas da glia. 

Os neuronios assumem diferentes caracteristicas de acordo com 
o momento e o local da sua origem 

Iniciaremos este topico com a primeira fase do desenvolvimento neural: a geragao dos 
progenitores neurais e sua diferenciagao em centenas de subtipos distintos de neuro¬ 
nios e de um mimero menor de tipos de celulas da glia. Embora o sistema nervoso seja 
excepcional em diversidade celular, o processo depende dos mesmos principios que dao 
origem aos diferentes tipos celulares em outros orgaos. Ja discutimos alguns dos proces¬ 
ses responsaveis pelo desenvolvimento do sistema nervoso de Drosophila. Agora discu- 
tiremos esses processos nos vertebrados. 

Nos vertebrados, a medula espinal, o cerebro e a retina do olho constituem o siste¬ 
ma nervoso central (SNC). Todos sao derivados de partes do tubo neural, cuja formagao 
ja foi descrita (ver Figura 21-56). O cerebro e os olhos se desenvolvem a partir do tubo 
neural anterior, e a coluna vertebral se desenvolve a partir do tubo neural posterior. 

A anatomia do desenvolvimento e exemplificada do modo mais simples na medula 
espinal. Conforme se desenvolve, o epitelio que compoe as paredes da parte posterior 
do tubo neural se torna mais espesso a medida que as celulas se proliferam e diferen- 
ciam, dando origem a estrutura altamente organizada dos neuronios e celulas da glia, 
circundando um pequeno canal central. Feixes de neuronios com futuras fungoes distin- 
tas - com a expressao diferencial de genes - se organizam ao longo do eixo dorsoventral 
do tubo. Neuronios motores (que controlam os musculos) se localizam na parte ventral, 
enquanto neuronios que processam informagbes sensoriais se localizam na parte dorsal. 
Esse padrao e estabelecido por gradientes opostos de morfogenos. Esses morfogenos sao 
secretados por grupos especializados de celulas dispostas ao longo da linha media ventral 
e dorsal do tubo neural (Figura 21-69). Os dois gradientes de morfogenos - a protema 
Sonic hedgehog produzida pela fonte ventral e as proteinas BMP e Wnt produzidas pela 
fonte dorsal - ajudam a induzir diferentes grupos de celulas progenitoras neurais em pro- 
liferagao e neuronios em diferenciagao para que expressem diferentes combinagoes de 
reguladores. Tais reguladores podem entao promover a produgao de diferentes combina- 


Genese dos neuronios Crescimento de axonios e dendritos Formagao de sinapses 





Figura 21-68 As quatro fases do de¬ 
senvolvimento neural. 


Refinamento das conexoes sinapticas 
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Figura 21-69 Corte longitudinal es- 
quematico da medula espinal de um 
embriao de galinha, mostrando como 
as celulas em diferentes locais ao 
longo do eixo dorsoventral adquirem 
suas caracteristicas distintas. (A) Sinais 
que determinam o padrao dorsoventral. A 
proteina Sonic hedgehog da notocorda e 
da placa do assoalho (a linha media ventral 
do tubo neural) e as proteinas BMP e Wnt 
da placa do teto (a linha media dorsal) 
agem como morfogenos, controlando a 
expressao genica. (B) Os padroes resultan- 
tes de destinos celulares na medula espinal 
em desenvolvimento. Diferentes grupos 
de celulas progenitoras neurais em proli- 
feragao (na zona ventricular, proxima ao 
lumen do tubo neural) e os neuronios em 
diferenciagao (na zona do manto, mais ex¬ 
terna) expressam diferentes combinagoes 
de reguladores da transcrigao. Neuronios 
expressando diferentes reguladores da 
transcrigao formarao conexoes com dife¬ 
rentes parceiros e apresentarao diferentes 
combinagoes de neurotransmissores e 
receptores. As cores indicam diferentes 
tipos celulares e combinagoes de proteinas 
reguladoras. 


Placa do teto e 
celulas adjacentes 

secretam BMP e Tubo DORSAL 



goes de neurotransmissores, receptores, proteinas de adesao celula-celula e outras mole- 
culas, dando origem aos neuronios com diferenciagao terminal que irao formar conexoes 
sinapticas seletivas com os parceiros apropriados e realizar a troca de sinais com eles. 

Gradientes extracelulares de morfogenos, no entanto, nao sao a unica maneira de 
originar diversidade celular. Conforme visto antes para os neuroblastos de Drosophila 
(ver Figura 21-36), diferentes tipos celulares podem ser originados pela formagao de 
padroes temporais, em que um programa intracelular altera as caracteristicas da celu- 
la progenitora ao longo do tempo, dando origem a diferentes tipos celulares durante o 
processo de desenvolvimento. Esse mecanismo parece ser ativo tambem no processo de 
neurogenese dos vertebrados. O exemplo mais notavel deriva de estudos de outra parte 
do SNC - o cortex cerebral de mamiferos. 

Embora o cortex cerebral seja a estrutura mais complexa do corpo humano, sua ori¬ 
gem e simples - a porgao anterior do tubo neural. Assim como na medula espinal, as celu¬ 
las que compoem as paredes do tubo se proliferam, e o neuroepitelio se espessa e expande 
conforme se divide. Em um padrao previsivel, as divisoes das celulas neuroepiteliais dao 
origem a uma serie de celulas comprometidas em se diferenciar de modo terminal em 
neuronios. Esses futuros neuronios tern origem proxima ao lumen (a cavidade central) do 
tubo. A partir desse local eles migram para a parte externa, desprendendo-se da superficie 
luminal e se deslocando para a regiao externa ao longo das celulas que ainda apresentam a 
mesma espessura que o neuroepitelio. Essas celulas do neuroepitelio desempenham fun- 
gao dupla, atuando como progenitores dos neuronios e das celulas da glia e fornecendo 
suporte a arquitetura epitelial. Tais celulas se projetam da regiao central como celulas ra- 
diais da glia, formando um arcabougo estrutural que se estende ao longo do neuroepite¬ 
lio mesmo quando este apresenta grande espessura (Figura 21-70). Ao mesmo tempo, as 
celulas radiais da glia continuam a se dividir como precursores neurais, dando origem aos 
neuronios e as celulas da glia - novas celulas radiais da glia e outros tipos de celulas da glia. 
Esses neuronios novos migram ao longo das celulas radiais da glia ate encontrarem seu 
local de destino no cortex em desenvolvimento, onde passam pelo processo de maturagao 
e a partir do qual estendem seus axonios e dendritos. Os primeiros neuronios se estabele- 
cem em regioes proximas ao seu local de origem, enquanto os neuronios que sao origina¬ 
dos posteriormente se estabelecem em locais mais distantes (Figura 21-71). As geragoes 
sucessivas de neuronios se organizam em uma serie de camadas corticais, ordenadas de 
acordo com sua origem, apresentando caracteristicas intrinsecas distintas. 

Surpreendentemente, celulas corticais progenitoras individuais isoladas em cultura 
dao origem a tipos diferentes de neuronios corticais e celulas da glia, no intervalo de tempo 
e com as propriedades caracteristicas equivalentes as camadas corticais. Essa observagao 
sugere que os progenitores neurais do cortex em desenvolvimento de mamiferos, assim 
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Superficie externa do tubo 




como os neuroblastos de Drosophila, passam por um programa intracelular de desenvol¬ 
vimento que da origem a uma sucessao ordenada de diferentes tipos de celulas nervosas. 

0 cone de crescimento direciona o axonio ao longo de rotas 
especfficas em diregao aos seus alvos 

De acordo com as caracteristicas atribuidas a ele nas etapas iniciais do seu desenvolvi¬ 
mento, um neuronio ira estabelecer conexoes com parceiros especificos. Essa fase do 
desenvolvimento neural envolve um tipo de morfogenese unico ao sistema nervoso, 
em que axonios e dendritos se estendem ao longo de rotas especificas em diregao aos 
seus alvos. Um neuronio tipico formara um axonio e diversos dendritos, que sao geral- 
mente mais curtos. Os axonios se projetam em diregao as celulas-alvo distantes, que por 
fim receberao sinais oriundos dos neuronios. Os dendritos irao receber sinais oriundos 
dos axonios terminais de outros neuronios. Axonios e dendritos se estendem pelo cres¬ 
cimento de suas extremidades, onde um alargamento irregular e pontiagudo pode ser 
identificado, sendo denominado cone de crescimento (Figura 21-72 e Animagao 21.6). 
O cone de crescimento e uma estrutura que produz o movimento de arraste e, ao mesmo 
tempo, a estrutura que direciona a extremidade em crescimento para seu local ideal. A 
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Figura 21-70 A migragao de neuronios 
imaturos. Antes de projetar seus axonios 
e dendritos, os neuronios recem-origina- 
dos frequentemente migram de seu local 
de origem e se estabelecem em outro 
local. As ilustragoes sao baseadas em 
reconstrugoes de secgoes transversals do 
cortex cerebral (parte do tubo neural) de 
macacos, utilizando tecnicas de coloragao 
especifica para pequenos subconjuntos 
de celulas neuroepiteliais, entre as muitas 
celulas que compoem esta estrutura. Os 
neuronios passam pela sua divisao celular 
final na regiao proxima a face interna, 
luminal, do tubo neural (na zona prolifera- 
tiva ventricular) e entao migram para a re¬ 
giao externa pelo deslocamento ao longo 
das celulas da glia radiais que estruturam 
o tubo neural. Cada uma dessas ultimas 
celulas se estende a partir da superficie 
interna do tubo para a externa, uma dis¬ 
tance que pode ser de ate 2 cm no cortex 
cerebral do cerebro em desenvolvimento 
de um primata. 

As celulas da glia radiais podem ser 
consideradas como celulas persistentes do 
epitelio colunar original do tubo neural 
que vem a ser extraordinariamente dis- 
tendidas a medida que a parede do tubo 
se espessa. Elas tambem atuam como 
celulas-tronco neurais: dependendo da 
etapa do desenvolvimento e do local em 
que se encontram, os novos neuronios 
podem ser originados a partir das celulas 
radiais da glia que passam pelo processo 
de mitose enquanto seus nucleos estao 
proximos a superficie interna do tubo; ou 
podem ser gerados a partir de uma classe 
de progenitores especializados localizados 
na zona proliferativa ventricular. (Confor- 
me P. Rakic, J. Comp. Neurol. 145:61-84, 

1972. Com permissao de John Wiley & 
Sons, Inc.) 


Figura 21-71 Produgao programada de 
diferentes tipos de neuronios em dife¬ 
rentes momentos a partir de progeni¬ 
tores em divisao no cortex do cerebro 
de um mamifero. Na regiao proxima a 
uma das faces do neuroepitelio cortical, 
celulas progenitoras se dividem como 
celulas-tronco, dando origem a geragoes 
sucessivas de neuronios (representados em 
azul, verde, vermelho, laranja e preto). Os 
neuronios migram para fora em diregao a 
face oposta do epitelio, movendo-se lenta- 
mente ao longo das superficies de celulas 
radiais da glia, como mostrado na Figura 
21-70. Os primeiros neuronios originados 
se estabelecem mais perto de seu local 
de origem, enquanto os neuronios origi¬ 
nados mais tarde se movem adiante e os 
ultrapassam, estabelecendo-se mais longe. 
Assim, geragoes sucessivas de neuronios 
ocupam diferentes camadas no cortex e 
tern caracteristicas intrinsecas diferentes, 
de acordo com sua origem. 
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Figura 21-72 Arquitetura interna de 
um cone de crescimento neuronal, 
conforme visto em um substrato 
piano. 0 cone de crescimento se forma 
como uma expansao da extremidade do 
axonio em crescimento. (A) Imagem de 
microscopia de contraste de interference. 
(B) Marcagao imunologica mostrando os 
microtubulos (verde). (C) Marcagao imuno¬ 
logica mostrando os filamentos de actina 
C vermelho ). (D) Representagao esquema- 
tica da maquinaria do citoesqueleto. Os 
filopodios se formam e se deslocam me- 
diante formagao de filamentos de actina 
na borda frontal do cone de crescimento. 
Os microtubulos estabilizam as estruturas 
formadas pelas protrusoes ricas em actina. 
Os filopodios se aderem ao substrato pia¬ 
no e puxam o cone de crescimento para 
que se desloque adiante. (Imagens de Chi- 
-Hung Lin, Laboratorio Paul Forscher, Yale 
University, New Haven, CT.) 


maquinaria do citoesqueleto no cone de crescimento gera protrusoes ativas na forma de 
filopodios ou lamelipodios (ver Capitulo 16 para detalhes): quando uma protrusao en- 
tra em contato com uma superficie desfavoravel, ela se retrai; quando entra em contato 
com uma superficie favoravel, ela persiste, direcionando o cone de crescimento naquela 
superficie. Dessa maneira, o cone de crescimento e guiado por variagoes sutis nas pro- 
priedades de superficie dos substratos sobre os quais se move. Ao mesmo tempo, o cone 
de crescimento tambem e sensivel a moleculas especificas de sinalizagao - conforme 
discutiremos a seguir - que podem estimular ou inibir o seu crescimento. 

Uma variedade de sinais extracelulares guiam os axonios ate seus 
alvos 

Os cones de crescimento costumam se deslocar em diregao aos seus alvos ao longo de 
rotas preestabelecidas, de acordo com programas armazenados na memoria do neuro- 
nio particular ao qual pertencem (Animagao 21.7). No caso mais simples, um cone de 
crescimento toma uma via que foi estabelecida por outros neuritos, os quais ele segue 
mediante orientagao por contato. Como resultado, as fibras nervosas em um animal ma- 
duro se encontram normalmente agrupadas em feixes paralelos compactos (denomi- 
nados fasciculos ou sistemas de fibras). Esse deslocamento de cones de crescimento ao 
longo dos axonios e em parte mediado por moleculas de adesao homofilica celula-celula 

- glicoprotemas de membrana que ajudam as celulas em que se localizam a aderirem a 
outra celula que apresente as mesmas moleculas de superficie. Conforme discutido no 
Capitulo 19, diversas moleculas de adesao homofilica pertencem a uma de duas classes 
principais: podem ser parte da superfamilia de imunoglobulinas, como N-CAM, ou da 
familia de caderinas dependentes de Ca 2+ , como as caderinas-N. Os membros de ambas 
as familias geralmente estao presentes nas superficies dos cones de crescimento, dos 
axonios e de varios outros tipos celulares sobre os quais os cones de crescimento se des¬ 
locam, incluindo as celulas da glia do sistema nervoso central e as celulas da muscula- 
tura periferica do corpo. Os cones de crescimento tambem migram sobre componentes 
da matriz extracelular. Quando testadas com neuronios crescendo em placas de cultura, 
algumas dessas moleculas de matriz, como a laminina, favorecem o crescimento dos 
axonios, enquanto outras, como os proteoglicanos de sulfato de condroitina, o inibem. 
Ainda nao se sabe como exatamente a matriz atua no direcionamento dos axonios. 

Os cones de crescimento costumam ser guiados por uma sucessao de diferentes 
sinais em diferentes etapas do processo de deslocamento, conforme resumido na Figura 
21-73. Diversos desses sinais envolvem moleculas especificas de sinalizagao. Algumas 
dessas moleculas sao encontradas na matriz extracelular, e outras estao ligadas a mem¬ 
brana plasmatica das celulas que fazem contato com o cone de crescimento. Outro papel 
importante e desempenhado por fatores quimiotaticos; estes sao protemas secretadas 
a partir de celulas que agem como guias em pontos estrategicos ao longo do caminho 

- alguns atraindo e outros repelindo. A trajetoria dos axonios comissurais - axonios que 
cruzam de um lado ao outro do corpo - fornecem um exemplo bem caracterizado. 

Os axonios de comissurais estao presentes nos animais de simetria bilateral, como 
os humanos, pois sao necessarios para a coordenagao comportamental dos dois lados do 
corpo. No desenvolvimento da medula espinal de um vertebrado, por exemplo, um gran¬ 
de numero de neuronios projeta seus cones de crescimento de axonios na diregao ventral, 
no sentido da placa do assoalho (a mesma estrutura descrita antes como fonte do sinal de 
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Figura 21-73 Mecanismos de orienta- 
gao dos cones de crescimento. Os cones 
de crescimento utilizam uma variedade de 
sinais extracelulares para percorrer grandes 
distances. Eles podem se aderir a matriz 
extracelular ou a superficie de outras 
celulas, ou ser repelidos por essas celulas; 
eles podem se deslocar, por exemplo, por 
adesoes homofflicas ao longo dos axonios 
de neuronios-guia; e eles podem ser atra- 
fdos ou repelidos por sinais de orientagao 
soluveis. (Adaptada de E. Kandel et al., 
Principles of Neural Science, 5th ed., New 
York: McGraw Hill Medical, 2012.) 


morfogenese Sonic hedgehog - ver Figura 21-69). Os cones de crescimento cruzam a placa 
do assoalho e entao mudam de diregao de forma abrupta, em angulo reto, para seguir um 
caminho longitudinal para cima, em diregao ao cerebro, paralelamente a placa do assoalho, 
mas nunca cruzando-a novamente (Figura 21-74). O primeiro estagio da jornada depende 
de um gradiente de concentragao da protema Netrina, secretada pelas celulas da placa do 
assoalho: os cones de crescimento comissurais farejam o caminho em diregao a sua fonte. 

Se os cones de crescimento comissurais sao atraidos para a placa do assoalho, 
por que eles a atravessam e emergem no outro lado, em vez de permanecer no territorio 
atrativo? E, depois de a terem cruzado, por que eles nunca voltam? A resposta para essas 
questoes e a alteragao da responsividade dos cones de crescimento durante sua trajetoria. 


Neuronio comissural Placa do assoalho 



Figura 21-74 A orientagao dos axonios comissurais. (A) 0 caminho tornado pelos axonios comissurais na medula espinal embrionaria de um vertebrado. 

(B) Atragao a linha media. 0 cone de crescimento e primeiramente atraido para a placa do assoalho pela Netrina, que e secretada pelas celulas da placa do assoalho 
e age sobre o receptor DCC na membrana do axonio. (C) Repulsao pela linha media apos atingi-la. Conforme o cone de crescimento cruza a placa do assoalho, a 
sinalizagao mediada por Slit e ativada: ela se liga aos receptores Robol e Robo2 e age como um repelente para evitar que o cone de crescimento cruze a placa do as¬ 
soalho novamente. Slit tambem bloqueia a resposta a sinalizagao de atragao mediada por Netrina. Antes de cruzar a linha media, os neuronios comissurais expressam 
Robo3.1, uma forma de processamento alternativo de Robo3 relacionada as proteinas Robo, mas que promove a inibigao da sinalizagao mediada por Slit. A medida 
que os neuritos cruzam a linha media, a agao de Robo3.1 e perdida e os cones de crescimento se tornam responsivos a Slit, sendo repelidos pela linha media. 
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Figura 21-75 O mapa neural a partir 
do olho para o cerebro de um peixe- 
-zebra jovem. (A) Representagao es- 
quematica, de cima para baixo, a partir 
do topo da cabega. (B) Micrografia de 
fluorescencia. Corantes fluorescentes sina- 
lizadores foram injetados dentro de cada 
olho - vermelho na parte anterior, verde 
na parte posterior. As moleculas sinaliza- 
doras foram absorvidas pelos neuronios 
da retina e transportadas ao longo de seus 
axonios, revelando os caminhos que eles 
tomam para o tectum optico no cerebro e 
o mapa que formam. (Cortesia de Chi-Bin 
Chien, de D.H. Sanes, T.A. Reh e W.A. Har¬ 
ris, Development of the Nervous System. 
San Diego, CA: Academic Press, 2000.) 


Conforme os cones de crescimento cruzam a linha media, eles perdem a sensitividade a 
Netrina e passam a responder a protema de sinalizagao chamada Slit (ver Figura 21-74). A 
Slit tambem e produzida pela placa do assoalho, mas sua agao e oposta a agao da protema 
Netrina: ela repele os cones de crescimento, impedindo seu retorno a regiao da linha me¬ 
dia. As respostas dos cones de crescimento dependem dos receptores que expressam: a 
medida que os neuronios comissurais se aproximam da placa do assoalho, os receptores 
Slit sao mantidos inativos por uma protema de inibigao (Robo3.1) que se liga a mesma 
membrana, permitindo que os axonios comissurais cresgam ate atingir a linha media, sem 
serem repelidos. A atividade de Robo3.1 e perdida quando os cones de crescimento cru¬ 
zam a linha media; agora os cones de crescimento sao sensiveis a repulsao induzida por 
Slit e portanto estao impedidos de cruzar a linha media novamente. Ao mesmo tempo, 
os sinais emitidos pelos receptores Slit interferem com os sinais dos receptores Netrina, 
tornando os cones de crescimento surdos ao sinal que os atraiu a placa do assoalho. Um 
mecanismo semelhante, empregando protemas similares, parece controlar o cruzamento 
da linha media pelos axonios comissurais em outros animais, incluindo moscas e vermes. 

A orientagao dos axonios comissurais ilustra como os axonios raras vezes se deslo- 
cam diretamente ate seus alvos. Eles na verdade utilizam alvos intermediaries, ou guias, 
para alterar sua sensibilidade conforme se deslocam de um local guia ate o proximo, per- 
correndo seu caminho ao longo de um ambiente complexo, ate atingir seu destino distante. 

A formagao de mapas neurais ordenados depende da 
especificidade neuronal 

Em diversos casos, os neuronios de tipo similar estao dispostos em um amplo arranjo em 
posigoes distintas, mas suas projegoes de axonios se unem e atingem seu destino-alvo 
como um feixe. Uma vez no seu destino-alvo, os axonios se dispersam novamente, se 
estabelecendo em locais diferentes no territorio-alvo. Essa dispersao ocorre de modo or- 
denado, dando origem a um mapeamento regular de um local ao outro - o mapa neural. 

A projegao do axonio a partir do olho para o cerebro constitui um exemplo impor- 
tante. Os neuronios na retina que transmitem a informagao visual para o cerebro sao 
chamados de celulas ganglionares da retina (RGCs, de retinal ganglion cells). Existem 
mais de um milhao delas nos humanos, cada uma informando a respeito de uma parte 
diferente do campo visual. Seus axonios convergem na cabega do nervo optico atras do 
olho e se deslocam juntos ao longo do nervo optico em desenvolvimento para dentro do 
cerebro. O principal sitio de terminagao, na maioria dos vertebrados que nao sao ma- 
miferos, e o tectum optico - uma ampla expansao de celulas no cerebro medio. Na sua 
conexao com os neuronios do tectum, os axonios RGCs se distribuem de modo ordenado 
de acordo com o arranjo dos seus corpos celulares na retina: RGCs adjacentes na retina 
se conectam com celulas-alvo tambem adjacentes no tectum. A projegao organizada cria 
um mapa retinotopico do espago visual no tectum (Figura 21-75). 

Mapas organizados desse tipo sao encontrados em muitas regioes do cerebro. No 
sistema auditivo, por exemplo, os neuronios que se projetam a partir do ouvido para o 
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Figura 21-76 Mapa da superficie do 
corpo no cerebro humano. A superficie 
do corpo esta mapeada na regiao soma- 
tossensorial do cortex cerebral por meio 
de um sistema ordenado de conexoes 
nervosas que pareia as partes do corpo 
com as partes do cerebro que recebem sua 
informagao sensorial. Isso significa que o 
mapa no cerebro e em grande parte fiel a 
topologia da superficie do corpo, mesmo 
que diferentes regioes do corpo estejam 
representadas em diferentes proporgoes, 
de acordo com sua densidade de inerva- 
gao. 0 homunculo (o "pequeno homem" 
no cerebro) tern labios grandes, por 
exemplo, porque os labios sao uma fonte 
particularmente grande e importante de 
informagoes sensoriais. 0 mapa foi de- 
terminado pela estimulagao de diferentes 
pontos no cortex de pacientes conscientes 
durante cirurgias de cerebro e pelo re- 
gistro do que eles diziam estar sentindo. 
(Conforme W. Penfield e T. Rasmussen, 

The Cerebral Cortex of Man. New York: 
Macmillan, 1950.) 


cerebro formam um mapa tonotopico, no qual as celulas cerebrais que recebem infor¬ 
magoes sobre sons de diferentes escalas estao ordenadas ao longo de uma linha, como as 
teclas de um piano. E ; no sistema somatossensorial, os neuronios que transmitem infor- 
magoes a respeito do tato criam no cortex cerebral a representagao de um “homunculo” 
- uma pequena imagem bidimensional distorcida da superficie do corpo (Figura 21-76). 

O mapa retinotopico do espago visual no tectum optico e o melhor de todos os 
mapas caracterizados. Como ele se origina? Um famoso experimento realizado em 1940, 
utilizando ras como modelo, forneceu importantes informagoes. Se o nervo optico de 
uma ra for cortado, ele ira se regenerar. Os axonios retinais crescem de volta ao tectum 
optico, restaurando a visao normal. Se, alem disso, o olho for girado em sua orbita no 
momento em que o nervo for cortado, de modo que as celulas da retina originalmente 
ventrais sejam colocadas na posigao das celulas dorsais da retina, a visao ainda e restau- 
rada, mas com um defeito incomodo: o animal se comporta como se estivesse vendo o 
mundo de cabega para baixo e com os lados esquerdo e direito invertidos (Figura 21-77). 
Se comida for oferecida em frente a ra, por exemplo, ela ira saltar para tras. Isso ocorre 
porque as celulas da retina mal colocadas fazem as conexoes apropriadas as suas posi- 
goes originais, e nao as suas posigoes reais. E como se as RGCs possuissem propriedades 
bioquimicas representando valores de posigao especificos, mantendo um registro da 
sua localizagao original na retina, provavelmente estabelecida por gradientes iniciais de 
morfogenos, tornando as celulas de diferentes faces da retina intrinsecamente distintas. 

Essa nao equivalencia entre neuronios e referida como especificidade neuronal. 
E essa caracteristica intrinseca que orienta os axonios retinais a seus sitios-alvo adequa- 



Figura 21-77 Neuronios presentes em 
diferentes regioes da retina projetam 
seus axonios a diferentes regioes do 
tectum. (A) Neuronios (RGCs) da parte 
anterior da retina projetam seus axonios 
ao tectum posterior (como indicado na 
Figura 21-75 para o peixe-zebra). (B) Expe- 
rimentos de regeneragao indicam que os 
neuronios da retina possuem preference 
intrinseca pelas partes do tectum que nor- 
malmente conectam. Se o olho for cirurgi- 
camente invertido quando o nervo optico 
e cortado, os axonios da retina regenera- 
dos se conectam aos seus alvos originais, 
criando um mapa invertido. (Adaptada 
de E. Kandel et al., Principles of Neural 
Science, 5th ed.. New York: McGraw Hill 
Medical, 2012.) 
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Figura 21-78 Seletividade dos axonios da retina crescendo sobre as membranas do tectum. (A) Representagao esquematica de um experimento 
realizado com celulas de um embriao de galinha. 0 substrato da cultura e coberto com faixas alternadas de membranas preparadas tanto a partir do tectum 
posterior como do tectum anterior. Axonios derivados da retina posterior crescem sobre a membrana do tectum anterior, mas sao repelidos pela membrana do 
tectum posterior. Axonios derivados da parte anterior da retina apresentam comportamento diferente (menos seletivo). (B) Fotografia dos resultados do expe¬ 
rimento. Os axonios da retina, crescendo a partir do lado esquerdo da imagem, sao visualizados por sua coloragao com marcadores fluorescentes. 0 padrao 
seletivo de crescimento mostra que o tectum anterior e diferente do posterior, e que a retina anterior tambem e diferente da retina posterior. Nos organismos 
intactos, essa diferenciagao atua na orientagao do mapa retinotopico; o mapa e refinado pelas subsequentes interagoes competitivas entre os axonios da retina 
anterior e posterior, que deslocam as celulas anteriores da retina das regioes anteriores do tectum. (Adaptada de J. Walter et al., Development 101:685-696, 

1987. Com permissao de Company of Biologists.) 


dos no tectum. Os proprios sitios-alvo sao distinguiveis pelos axonios da retina, pois as 
celulas do tectum tambem carregam marcas posicionais. Assim, o mapa neural depende 
de uma correspondence entre dois sistemas de marcadores posicionais, um na retina e 
outro no tectum. 

Como esses marcadores sao utilizados para compor o mapa? Quando se permite que 
axonios posteriores cresgam sobre um tapete de membranas do tectum anterior e poste¬ 
rior em uma placa de cultura, eles mostram seletividade. Os axonios posteriores mostram 
forte preferencia pelas membranas anteriores do tectum , como ocorre in vivo , enquanto os 
axonios anteriores nao apresentam preferencia ou preferem as membranas posteriores do 
tectum (Figura 21-78). A principal diferenga entre o tectum anterior e posterior nao e um 
fator de atragao presente no tectum anterior, e sim um fator de repulsao presente no tectum 
posterior, ao qual os axonios posteriores da retina sao responsivos, mas nao os axonios 
anteriores da retina. Se um cone de crescimento posterior da retina entra em contato com 
a membrana posterior do tectum, seus filopodios se contraem e se afastam. 

Neste sistema, assim como em outros antes mencionados, as interagoes de repul¬ 
sao sao mediadas pela sinalizagao efrina-Eph - especificamente Efrina A-EphA no eixo 
anteroposterior (Figura 21-79). Um mecanismo analogo, baseado na sinalizagao EphB- 
-Efrina B, orienta o eixo dorsoventral do mapa retinotopico. 

Tais mecanismos atuam na orientagao do mapa ao longo dos dois eixos, mas nao 
sao suficientes para garantir detalhes acurados ponto a ponto. Esse detalhamento e al- 
cangado por um longo processo de ajuste que preenche e refina os dados do mapa me- 
diante interagoes entre axonios RGC terminais conforme eles competem pelo territorio 
do tectum. Tal refinamento dos padroes de conexoes envolve a sinalizagao eletrica do 
sistema de sinapses em desenvolvimento - um topico ao qual retornaremos em breve. 

Dendritos e axonios originados de um mesmo neuronio se evitam 

Axonios e dendritos originados de neuronios diferentes podem se repelir ou se atrair; 
podem colaborar para formar sinapses ou competir entre si. De modo notavel, axonios e 
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Figura 21-79 A sinalizagao mediada 
por Efrina estabelece a orientagao do 
mapa retinotopico. (A) Os neuronios 
da regiao posterior da retina expressam 
EphA. Conforme seus axonios chegam 
ao tectum, eles sao repelidos pela alta 
concentragao da proteina Efrina A na 
regiao posterior do tectum, e se deslocam 
preferencialmente para a regiao anterior 
do tectum. (B) No camundongo mutante 
EphA, os axonios da parte posterior da 
retina nao passam por esta repulsao e suas 
projegoes estao dispersas pelas regioes 
do tectum. (Adaptada de E. Kandel et al., 
Principles of Neural Science, 5th ed.. New 
York: McGraw Hill Medical, 2012.) 


dendritos tambem sao capazes de se repelir quando sao originados de um mesmo neu¬ 
ronio. Essa repulsao evita a formagao de sinapses sem sentido no neuronio com ele mes¬ 
mo; tambem ajuda a disseminar seus processos celulares, inervando regioes maiores. 

A autorrepulsao cria um problema. Se a mesma molecula de reconhecimento pro- 
prio for utilizada em qualquer neuronio, todos os neuronios do cerebro iriam se repe¬ 
lir. Algumas classes de neuronios apresentam este tipo de repulsao miitua, originando 
regioes solitarias - um fenomeno denominado “tiling’*; mas na maior parte dos casos 
axonios e dendritos oriundos de diferentes neuronios se sobrepoem. Como entao os 
processos celulares originados do mesmo neuronio distinguem processos de origem co- 
mum e de outros neuronios? Esse problema foi parcialmente resolvido pela descoberta 
de um notavel conjunto de protemas que marcam cada neuronio de forma distinta de 
suas celulas adjacentes. Essas protemas sao denominadas DSCAM em Drosophila e pro- 
tocaderinas nos vertebrados. Conforme descrito no Capitulo 7, as protemas DSCAM sao 
extraordinarias pelo mimero de isoformas que podem ser geradas por processamento 
alternativo do RNA - mais de 30 mil variantes para DSCAM1 (ver Figura 7-57). A diversi- 
dade e consequencia dos exons alternativos que codificam tres dommios de imunoglo- 
bulinas extracelulares altamente variaveis. Cada isoforma de DSCAM1 faz parte de liga- 
goes homofilicas (ver Figura 19-5), mas todos os seus dommios variaveis precisam ser 
identicos para que a ligagao ocorra. Assim, a superficie de uma celula ira se ligar a outra 
a partir de uma proteina DSCAM apenas se as duas superficies celulares apresentarem 
formas identicas da proteina. Essa ligagao resulta em repulsao, embora os detalhes desse 
mecanismo nao sejam completamente compreendidos. 

Se o processamento alternativo ocorre de modo aleatorio em cada celula, proces¬ 
sos celulares adjacentes oriundos de neuronios distintos tern baixa probabilidade de 
expressarem a mesma variante da proteina DSCAM1, e apenas os processos oriundos 
de uma mesma celula irao se repelir. Neuronios deficientes em variantes da proteina 
DSCAM1 apresentam graves defeitos na autorrepulsao neuronal. Drosophila modifica- 
das de maneira que todos os neuronios adjacentes produzam uma unica isoforma da 
proteina tern a autorrepulsao restaurada, mas agora todos os processos celulares de neu¬ 
ronios adjacentes expressam a mesma isoforma da proteina e todos se repelem, gerando 
o fenomeno de tiling (Figura 21-80). 

Neuronios de vertebrados utilizam estrategias similares de autorrepulsao para for- 
marem os padroes de seus axonios e dendritos, mas, em vez das protemas DSCAM, utili¬ 
zam protocaderinas para a discriminagao entre as celulas. O locus Protocaderina codifica 
58 protemas transmembrana semelhantes as caderinas que sao expressas em diferentes 
combinagoes em um mesmo neuronio. O reconhecimento homofilico induz a autorrepul¬ 
sao dos dendritos que se originam de um mesmo neuronio; dendritos adjacentes oriundos 
de diferentes neuronios expressam diferentes protocaderinas e nao se repelem. Embora as 


*N. de T. Do ingles, tile, "azulejo" pois os neuronios maximizam sua area coberta com o menor nu- 
mero de neuronios por area. 
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Figura 21-80 Autorrepulsao dos 
dendritos mediada por protemas 
DSCAM. (A) Neuronios sensoriais de 
Drosophila no sistema nervoso periferico 
projetam seus dendritos ao longo da pa- 
rede celular da larva. As imagens mostram 
os dendritos de um arranjo regular de 
neuronios fotossensiveis ( vermelho ), que 
permitem a detecgao e esquiva da luz. 

As celulas da epiderme posterior de cada 
segmento estao marcadas em azul. Essas 
regioes apresentam diversos neuronios, e 
aqueles representados aqui projetam seus 
dendritos em regioes que se sobrepoem. 
(B) Mutagoes no locus Dscam perturbam o 
modo de interagao destes varios dendritos, 
alterando as regras de autorrepulsao e da 
distribuigao da inervagao. (A, cortesia de 
Chun Han; B, conforme D. Hattori et al., 
Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 24:597-620, 
2008. Com permissao de Annual Reviews.) 
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protemas DSCAM de insetos e as protocaderinas dos vertebrados nao apresentem homo- 
logia de sequencias, elas medeiam estrategias semelhantes de autorrepulsao. 

Os tecidos-alvo liberam fatores neurotroficos que controlam o 
crescimento e a sobrevivencia das celulas nervosas 

Finalmente, os cones de crescimento dos axonios alcangam a regiao-alvo em que devem 
se estabelecer e fazer sinapses. Essas sinapses se destinam a transmitir sinais neurais em 
uma diregao, do axonio para a celula-alvo. O desenvolvimento das sinapses, no entanto, 
depende da sinalizagao bidirecional: sinais oriundos do tecido-alvo nao apenas contro¬ 
lam o tipo de cone de crescimento das sinapses (como veremos a seguir), mas tambem 
regulam a quantidade de neuronios que sobreviverao. 

Diversos tipos de neuronios de vertebrados sao produzidos em excesso; cerca de 
50% ou mais irao morrer no momento em que atingem seus alvos, mesmo que sejam 
perfeitamente normais e saudaveis ate este ponto. Cerca de metade de todos os neu¬ 
ronios motores que enviam axonios para os musculos esqueleticos, por exemplo, mor- 
re dentro de alguns dias apos ter feito contato com suas celulas musculares-alvo. Uma 
proporgao semelhante dos neuronios sensoriais que fazem a inervagao da pele morre 
depois que seus cones de crescimento chegaram la. 

Essa morte de neuronios normais em larga escala frequentemente parece ser re- 
sultado da competigao, em que o tecido-alvo libera uma quantidade limitada de fatores 
neurotroficos especificos que os neuronios inervando o tecido necessitam para sobre- 
viver; aqueles que nao recebem quantidades suficientes passam pelo processo de morte 
celular programada. Se a quantidade de tecido-alvo e aumentada - enxertando um broto 
de um membro extra em um lado do embriao, por exemplo - mais neuronios inervan¬ 
do o membro sobrevivem; inversamente, se o broto do membro e cortado, todos esses 
neuronios morrem (Figura 21-81). Dessa maneira, embora os indivlduos possam variar 
quanto as suas proporgoes corporais, eles sempre manterao o numero correto de neu¬ 
ronios motores para inervar todos os seus musculos e o numero correto de neuronios 
sensoriais para inervar a sua superficie corporal. A estrategia de superprodugao seguida 
pela morte das celulas adicionais pode parecer desperdicio, mas e uma forma efetiva de 
ajustar o numero de neuronios das inervagoes de acordo com a quantidade de tecido 
que deve ser inervado. 

O primeiro fator neurotrofico a ser identificado, que continua sendo o mais bem 
caracterizado, e chamado d e fator de crescimento neural (NGF, de nerve growth factor) 
- o membro fundador da familia das neurotrofinas das protemas de sinalizagao. Esse 
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Figura 21-81 A sobrevivencia dos 
neuronios motores depende de sinais 
fornecidos pelas celulas-alvo mus- 
culares. (A) A remogao de um broto de 
membro apos o estabelecimento dos 
axonios motores resulta na morte dos neu¬ 
ronios motores na medula espinal no lado 
amputado. (B) 0 transplante de um broto 
de membro adicional aumenta a sobrevi¬ 
vencia dos neuronios motores. (Adaptada 
de E. Kandel et al., Principles of Neural 
Science, 5th ed., New York: McGraw Hill 
Medical, 2012.) 
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fator promove a sobrevivencia e o crescimento de uma classe especifica de neuronios 
sensoriais e de neuronios simpaticos (uma subclasse de neuronios perifericos que con- 
trola as contragoes da musculatura lisa e secregao das glandulas endocrinas). O NGF e 
produzido pelos tecidos que tais neuronios inervam. Quando NGF extra e fornecido, os 
neuronios sensoriais e simpaticos adicionais sobrevivem, como se o tecido-alvo extra 
estivesse presente. Inversamente, em um camundongo com uma mutagao que inativa 
o gene NGF ou o gene de seu receptor (um receptor tirosina-cinase denominado TrkA), 
quase todos os neuronios simpaticos e os neuronios sensoriais dependentes de NGF sao 
perdidos. Existem muitos fatores neurotroficos, mas apenas alguns pertencem a familia 
das neurotrofinas, atuando em diferentes combinagoes para promover a sobrevivencia e 
o crescimento de diferentes classes de neuronios. 

A formagao de sinapses depende da comunicagao bidirecional 
entre os neuronios e suas celulas-alvo 

Ao fim do processo, a tarefa do cone de crescimento e interromper seu crescimento e 
formar sinapses com celulas-alvo especificas. As sinapses foram descritas no Capitulo 
11, onde discutimos os canais e propriedades eletricas das membranas. Duas principais 
classes de sinapses sao observadas em vertebrados; as realizadas com celulas muscu- 
lares e aquelas realizadas com outros neuronios. A formagao de sinapses e mais bem 
compreendida no caso das conexoes altamente especializadas entre neuronios moto¬ 
res e as celulas da musculatura esqueletica - as chamadas jungoes neuromusculares 
(ver Figura 11-38). Durante a formagao da sinapse, o cone de crescimento do axonio se 
diferencia em um nervo terminal que contem vesiculas sinapticas preenchidas com o 
neurotransmissor acetilcolina, e receptores de acetilcolina se agrupam na membrana 
plasmatica da celula muscular no local da formagao da sinapse. A fenda sinaptica separa 
as membranas pre e pos-sinaptica, e uma fina camada de lamina basal se encontra no 
espago entre as membranas (Figura 21-82). 
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Figura 21-82 Formagao de uma jungao 
neuromuscular. (A) 0 cone de crescimen- 
to de um axonio motor se aproxima de 
uma fibra muscular. (B) A etapa inicial da 
formagao da sinapse e caracterizada pelo 
acumulo de vesfculas sinapticas no axonio 
terminal e pela formagao de uma lamina 
basal especializada na fenda sinaptica. 

(C) Conforme a jungao neuromuscular 
amadurece, vesfculas sinapticas sao agru- 
padas nos sftios de liberagao pre-sinapti- 
cos, e receptores de neurotransmissores 
se agrupam na membrana pos-sinaptica. 
Celulas de Schwann (glia) acompanham o 
axonio motor e revestem a regiao termi¬ 
nal do contato sinaptico. (D) Micrografia 
eletronica de transmissao de uma regiao 
de contato sinaptico. [D, cortesia de John 
Heuser, adaptada de J. Electron Microsc. 
60 (Suppl 1), 2011. Com permissao de 
Oxford University Press.] 


A formagao da sinapse envolve a comunicagao bidirecional entre a celula mus¬ 
cular e o cone de crescimento do axonio: cada um, sob a influencia do outro, deve reco- 
nhecer moleculas na sua metade da jungao. Os cones de crescimento liberam a protema 
de sinalizagao Agrina, enquanto as celulas musculares expressam o receptor de Agrina 
LRP4. A Agrina se liga ao receptor LRP4 e estimula a associagao de LRP4 com MuSK, um 
receptor tirosina-cinase. LRP4 tambem atua como um sinalizador no sentido inverso, 
da celula muscular para o axonio (Figura 21-83). Durante a formagao da sinapse, MuSK 
e LRP4 se associam na membrana plasmatica da celula muscular na regiao adjacente 
a futura sinapse. Conforme o cone de crescimento se aproxima, ele reconhece LRP4, o 
que estimula a diferenciagao das estruturas pre-sinapticas na celula nervosa. Ao mesmo 
tempo, a Agrina e liberada pelo cone de crescimento e se liga aos receptores LRP4 na 
celula muscular; essa ligagao ativa MuSK e promove a agrupamento dos receptores de 
acetilcolina na membrana da celula muscular. Por meio desses mecanismos, a sinaliza¬ 
gao reciproca de LRP4 do musculo para o cone de crescimento - e da Agrina do cone de 
crescimento para o musculo - induz a diferenciagao coordenada e localizada das estru¬ 
turas pre e pos-sinapticas. 

A formagao de sinapses entre neuronios no SNC e um processo mais complicado, 
tanto para os neuronios quanto para os cientistas tentando compreender os mecanismos 
moleculares para a especificidade, e continua sendo um processo pouco compreendido. 
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Figura 21-83 A sinalizagao reciproca durante a diferenciagao da sinapse neuromuscular. (A) 0 receptor da Agrina LRP4 e seu correceptor, MuSK, se 
agrupam na membrana da celula muscular na regiao adjacente a futura sinapse. (B) Conforme o cone de crescimento se aproxima, ele reconhece LRP4, o que 
estimula a diferenciagao das estruturas pre-sinapticas. De modo recfproco, a Agrina e liberada pelo axonio terminal e se liga ao complexo LRP4-MuSK na celula 
muscular e (C) promove a agrupamento adicional de LRP4 e receptores de acetilcolina na celula muscular. Embora a maquinaria Agrina/MuSK/LRP4 organize a 
sinapse, o processo tambem depende de sinalizagao eletrica pelos receptores de acetilcolina. Ainda nao se sabe como ocorre a sinalizagao entre LRP4 e o axonio 
motor. 
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A poda sinaptica depende da atividade eletrica e da sinalizagao 
sinaptica 

A troca bidirecional de sinais entre os cones de crescimento e as celulas musculares 
controla a formagao inicial das jungoes neuromusculares, mas esta e apenas a primeira 
etapa no estabelecimento do padrao final de conexoes sinapticas. Cada celula muscular 
inicialmente forma sinapses com varios neuronios motores, mas no final ela e inervada 
por apenas um. Esse processo de eliminagao de sinapses depende da comunicagao si¬ 
naptica ativa e da atividade eletrica. Se a transmissao sinaptica for bloqueada por uma 
toxina que se liga aos receptores de acetilcolina na membrana da celula muscular, ou se a 
atividade eletrica do axonio for bloqueada por uma toxina que se liga aos canais de sodio 
na membrana plasmatica do axonio, a celula muscular mantem a inervagao multipla 
apos o tempo normal de eliminagao. 

O fenomeno de eliminagao de sinapses dependente de atividade e encontrado em 
quase todas as partes do sistema nervoso em desenvolvimento dos vertebrados (Figura 
21-84). Esse processo e essencial, por exemplo, no refinamento do mapa retinotopico 
discutido antes. As sinapses sao inicialmente formadas em abundancia e distribuidas 
sobre uma ampla area-alvo; em seguida, o sistema de conexoes e ajustado e remodela- 
do por processos competitivos que dependem da atividade eletrica e da sinalizagao si¬ 
naptica. Dessa maneira, a eliminagao de sinapses e distinta da eliminagao de neuronios 
excedentes por morte celular, ocorrendo apos o periodo de morte neuronal normal ter 
acabado. A remodelagem das sinapses durante o desenvolvimento neural, no entanto, 
envolve mais do que a simples eliminagao de sinapses; este processo tambem envolve o 
reforgo de sinapses, discutido a seguir. 

Neuronios que disparam juntos permanecem conectados 

No sistema nervoso, e durante toda a vida, a eliminagao dependente de atividade e o 
reforgo de sinapses desempenham um papel fundamental no ajuste dos detalhes anato- 
micos da rede neural de acordo com as necessidades funcionais. A importancia destes 
processos, e suas regras subjacentes, foi descoberta ha meio seculo a partir de experi- 
mentos pioneiros acerca do desenvolvimento do sistema visual em mamiferos. 

No cerebro da maioria dos mamiferos, os axonios que transmitem sinais visuais 
vindos dos dois olhos sao unidos em uma camada neuronal especifica na regiao visual 
do cortex cerebral. Aqui eles formam dois mapas sobrepostos do campo visual externo, 
um percebido pelo olho direito e o outro percebido pelo olho esquerdo. Embora possa 
haver certa tendencia para que sinais recebidos dos olhos direito e esquerdo sejam se- 
gregados mesmo antes do inicio da comunicagao sinaptica, uma grande proporgao dos 
axonios que carregam informagoes a partir dos dois olhos em estagios iniciais forma si- 


Estimulo da celula A enquanto a celula B esta 
inativa: excitagao da celula C 




Estimulo das celulas A e B simultaneamente: 
excitagao da celula C 




Figura 21-84 Modificagao de sinapses 
e sua dependencia da atividade ele¬ 
trica. Experimentos em varios sistemas 
indicam que as sinapses sao fortalecidas ou 
enfraquecidas pela atividade eletrica, de 
acordo com as regras mostradas no diagra- 
ma. 0 principio subjacente parece ser que 
cada excitagao de uma celula-alvo tende 
a enfraquecer qualquer sinapse em que o 
terminal do axonio pre-sinaptico tenha es- 
tado desativado, mas a fortalecer qualquer 
sinapse em que o terminal do axonio pre- 
-sinaptico tenha sido recem-ativado. Como 
resultado, qualquer sinapse repetidamente 
enfraquecida e raramente fortalecida pode 
ser completamente eliminada. 
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Figura 21-85 Colunas de dominancia ocular no cortex visual do cerebro de um macaco e sua sensibi- 
lidade a experiencia visual. (A) Normalmente, as faixas de celulas corticais controladas pelo olho direito se 
alternam com as faixas, de igual largura, controladas pelo olho esquerdo. As faixas, definidas antes do nasci- 
mento, sao reveladas, aqui, injetando-se uma molecula de detecgao radioativa em um olho, dando tempo para 
que esse detector seja transportado para o cortex visual e detectando a radioatividade por autorradiografia, em 
secgoes cortadas paralelamente a superficie cortical. (B) Se um olho for mantido coberto apos o nascimento, du¬ 
rante o periodo sensfvel do desenvolvimento, sendo privado da experiencia visual, suas faixas correspondentes 
de neuronios irao se retrair, e as faixas correspondentes ao olho estimulado irao se expandir. Dessa maneira, o 
olho privado pode perder o poder de visao quase inteiramente. (Adaptada de D.H. Hubei, T.N. Wiesel e S. LeVay, 
Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 278:377-409, 1977. Com permissao de The Royal Society.) 

napses conjuntamente em neuronios-alvo compartilhados no cortex visual. Um periodo 
inicial de atividade eletrica, no entanto, ocorrendo de modo simultaneo e independente 
em cada retina antes do nascimento induz a formagao do padrao de colunas de domi- 
nancia ocular no cortex visual: camadas de celulas estimuladas por sinais oriundos do 
olho direito, alternadas com camadas de celulas estimuladas por sinais oriundos do olho 
esquerdo (Figura 21-85). 

A base desse fenomeno se tornou clara com os resultados de engenhosos experi- 
mentos que interferiram de modo artificial com a experiencia visual e que alteraram a co- 
ordenagao dos sinais eletricos nos dois olhos. Esses estudos e diversos outros posteriores 
salientaram um principio simples, mas profundamente importante, que parece controlar 
o reforgo e a eliminagao de sinapses em todo o sistema nervoso. Quando dois (ou mais) 
neuronios formando sinapses com a mesma celula-alvo sao disparados ao mesmo tem¬ 
po, eles reforgam suas conexoes com a celula-alvo; quando sao disparados em momentos 
distintos, eles competem entre si, e um deles tende a ser eliminado. Essa regra de disparo 
e expressa na frase “neuronios que disparam juntos permanecem conectados'! 

Essa regra de disparo fornece uma simples interpretagao do fenomeno de desen¬ 
volvimento descrito no sistema visual de mamiferos. Um par de axonios trazendo in- 
formagoes de sitios vizinhos no olho esquerdo ira frequentemente disparar ao mesmo 
tempo e, portanto, conectar-se ao mesmo tempo; o mesmo fara um par de axonios de 
sitios vizinhos no olho direito. Porem, um axonio do olho direito e um axonio do olho 
esquerdo raras vezes irao disparar juntos e, em vez disso, competirao. De fato, se a ativi¬ 
dade dos dois olhos for silenciada pelo uso de toxinas que bloqueiam a atividade eletrica 
dos axonios, ou a sinalizagao sinaptica, como descrito acima, a segregagao dos sinais 
recebidos falha. 

A segregagao dos sinais recebidos dos dois olhos e apenas a primeira de uma serie 
de ajustes dependentes de atividade das conexoes visuais, cuja manutengao e extraor- 
dinariamente sensivel as experiences das etapas iniciais de vida. Se, durante o periodo 
de sensibilidade (que termina em torno dos 5 anos de idade nos humanos), um olho e 
mantido coberto por um periodo para privagao da estimulagao visual, enquanto o outro 
olho e estimulado normalmente, o olho privado perde suas conexoes sinapticas com o 
cortex e se torna quase completamente cego, de modo irreversivel. De acordo com o que 
preveria a regra de disparo, ocorreu uma competigao na qual as sinapses no cortex visual 
feitas por axonios inativos foram eliminadas, enquanto as sinapses feitas por axonios ati- 
vos foram consolidadas. Dessa maneira, o territorio cortical e alocado para axonios que 
carregam informagoes e nao e desperdigado com aqueles que sao silenciosos. 

As alteragoes sinapticas dependentes de atividade nao se limitam as etapas iniciais 
da vida. Elas tambem ocorrem no cerebro adulto, onde diversas sinapses passam por 
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modificagoes funcionais e morfologicas com o seu uso. Acredita-se que essa plasticidade 
sinaptica tenha papel fundamental no aprendizado e na memoria. E claro que para o 
sistema nervoso, assim como para outras partes do corpo, os processos de desenvolvi¬ 
mento nao se encerram no nascimento, como sera discutido no proximo capitulo. 

Resumo 


O QUE NAO SABEMOS 

• 0 que regula o ritmo do desenvolvi¬ 
mento? Por que um embriao de ca- 
mundongo se desenvolve mais rapi- 
do do que um embriao humano, por 
exemplo? 


O desenvolvimento do sistema nervoso ocorre em quatrofases. Primeiro, os neuronios e as 
celulas da glia sao originados por divisao de celulas progenitoras neurais. Entao, os novos 
neuronios projetam seus axonios e dendritos em diregao aos seus alvos. A seguir, eles esta- 
belecem conexoes sinapticas com as celulas-alvo apropriadas, de modo que a comunica- 
gao pode ser iniciada. Porfim, os neuronios em excesso sao eliminados pela morte celular 
neuronal normal, apos a qual o sistema de conexoes sinapticas e refinado e remodelado de 
acordo com o padrao de atividade eletrica e sinaptica da rede neural. 

Os neuronios originados em diferentes momentos e locais se especializam median- 
te expressao diferencial de genes, e sua memoria celular desempenha papel central na 
determinagao das conexoes que os neuronios for mar do. A especializagao dos neuronios 
nao depende apenas da organizagao espacial mediada por morfogenos, mas tambem dos 
programas de desenvolvimento intrinsecos que sao ativados conforme as celulas progeni¬ 
toras neurais se proliferam. Axonios e dendritos se projetam dos neuronios ao longo dos 
cones de crescimento, que percorrem vias especlficas determinadas por sinais de atragao 
ou repelentes presentes ao longo da via, incluindo moleculas de superflcie celular e da ma- 
triz extracelular, e protelnas soluveis de sinalizagao, aos quais os cones de crescimento de 
diferentes classes de neuronios respondem de diferentes maneiras. Mapas neurais estao 
presentes em diversas partes do sistema nervoso. Esses mapas sao projegoes ordenadas de 
um conjunto de neuronios em outro. No sistema retinotopico, o mapa tern como base a 
combinagao de sistemas complementares de marcadores de superflcie celular posigao-es- 
pecificos - efrinas e receptores Eph - presentes nos dois grupos de celulas. Outras moleculas 
de superflcie celular, como as protelnas DSCAM de Drosophila, e as protocaderinas nos 
vertebrados, medeiam a autorrepulsao entre projegoes de um mesmo neuronio, atuando 
na dispersao dos processos celulares. 

Aformagao de sinapses envolve a sinalizagao bidirecional entre as celulas-alvo e o 
cone de crescimento. Depois que os cones de crescimento atingiram seus alvos e as cone- 
xdes iniciaisforam estabelecidas, sinapses individuais sao eliminadas em alguns locais 
e reforgadas em outros por mecanismos que dependem da atividade sinaptica e eletrica. 
Esses mecanismos ajustam a arquitetura da rede neuronal de acordo com seu uso. 


Quais sao os mecanismos que permi- 
tem o armazenamento da memoria ce¬ 
lular durante o desenvolvimento, expli- 
cando como o historico de cada celula 
determina seu comportamento futuro? 

Como moleculas sinalizadoras se des- 
locam entre os tecidos? Quais sao os 
papeis da matriz extracelular e das 
projegoes celulares alongadas? 

Como uma celula sabe exatamente 
onde se encontra em um organismo 
multicelular? Como ela sabe que as 
celulas adjacentes a ela sao corretas 
e, se nao o forem, como ela decide se 
deve iniciar a morte celular programa- 
da ou se mover? 

Como as celulas respondem a peque- 
nos gradientes de moleculas no seu 
ambiente, conforme o necessario para 
o reconhecimento da sua posigao? 
Como os gradientes de morfogenos 
sao interpretados de modo confiavel? 

Quais sao as alteragoes geneticas que 
permitem a alteragao de fungao de 
partes corporais existentes durante a 
evolugao? Por exemplo, como as asas 
dos morcegos evoluiram a partir dos 
bragos? 

Como as celulas utilizam as instrugoes 
geneticas para estabelecer a forma de 
estruturas tao complexas como o nariz 
humano? 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

21-1 Nas etapas iniciais de clivagem, quando o embriao 
ainda nao e capaz de se alimentar, o programa de desen¬ 
volvimento e desencadeado e controlado inteiramente pelo 
material genetico depositado no ovo pela mae. 

21-2 Devido as diversas transformagoes do desenvolvimen¬ 
to posteriores que dao origem aos orgaos de estrutura ela- 
borada, o piano corporal estabelecido durante a gastrulagao 
apresenta baixa semelhanga com o piano corporal adulto. 

21-3 Conforme o desenvolvimento progride, as celulas 
individuais se tornam mais restritas quanto ao numero de 
tipos celulares a que podem dar origem. 

21-4 Em diferentes etapas do desenvolvimento embrio- 
nario, os mesmos sinais sao utilizados repetidamente por 
celulas distintas, porem originando diferentes resultados 
biologicos. 


21-5 As diferengas entre as especies resultam principal- 
mente de alteragoes nas regioes codificadoras dos genes en- 
volvidos no desenvolvimento. 

21-6 O ciclo celular e um marca-passo que regula os pro¬ 
cessos de desenvolvimento, e as alteragoes no tempo de ma- 
turagao da expressao genica sao dependentes da progressao 
do ciclo celular. 

Discuta as questdes a seguir. 

21-7 Nomeie os quatro processos que sao fundamentais 
para o desenvolvimento animal e descreva cada um deles 
em uma unica frase. 

21-8 Quais sao as tres camadas germinativas formadas du¬ 
rante a gastrulagao e quais as principais estruturas do adulto 
originadas de cada camada? 
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21-9 Nas etapas iniciais do embriao de Drosophila, parece 
nao haver necessidade para as formas usuais de sinalizagao 
celula-celula; em vez disso, reguladores da transcrigao e mo- 
leculas de mRNA se deslocam livremente entre os micleos. 
Como isso acontece? 

21-10 Os morfogenos desempenham um papel-chave 
no desenvolvimento, estabelecendo gradientes de concen¬ 
tragao que comunicam as celulas a sua posigao e como se 
comportar. Observe os padroes simples representados pelas 
bandeiras na Figura Q21-1. Quais desses padroes podem ser 
estabelecidos pelo gradiente de um unico morfogeno? Quais 
requerem o uso de dois morfogenos? Assumindo que tais pa¬ 
droes sejam estabelecidos em uma camada de celulas, expli- 
que como eles seriam organizados por morfogenos. 



Japao Franga Noruega 


Figura Q21-1 Bandeiras nacionais de tres paises. 

21-11 Duas celulas adjacentes no verme nematodeo cos- 
tumam se diferenciar em uma celula-ancora (AC) e uma ce- 
lula ventral precursora uterina (VU), mas a decisao de qual 
celula se tornara uma AC e qual se tornara uma celula VU e 
completamente aleatoria: as celulas tern chances iguais de 
se diferenciarem em cada tipo possivel, mas sempre se dife- 
renciam em tipos distintos. Mutagoes no gene Linl2 alteram 
estas regras. Em mutantes hiperativos Lin 12, as duas celulas 
se diferenciarao em VU, e em mutantes inativos Linl2, am- 
bas as celulas irao se diferenciar em AC. Portanto, Linl2 e es¬ 
sential no processo de tomada de decisao. Nos organismos 
mosaicos geneticos, onde uma celula precursora apresenta 
Linl2 hiperativa e outra celula apresenta Linl2 inativa, a ce¬ 
lula com Linl2 hiperativa sempre se torna VU e a celula com 
Lin 12 inativa sempre se torna AC. Assumindo que uma des- 
sas celulas envia um sinal e a outra o recebe, explique como 
esses resultados podem sugerir que o gene Linl2 codifique 
uma protema necessaria para a recepgao deste sinal. Descre- 
va como os destinos das duas celulas precursoras sao nor- 
malmente decididos em vermes tipo selvagem. 

21-12 Os estudos iniciais acerca do desenvolvimento dei- 
xaram claro que certas substancias “morfogeneticas” esta- 
vam presentes no ovo e se segregavam de maneira assimetri- 
ca nas celulas do embriao em desenvolvimento. Um estudo 
em embrioes de ascidia examinou a fosfatase alcalina endo- 
dermica, que pode ser visualizada por marcagao histoquimi- 
ca. O tratamento de embrioes com citocalasina B interrompe 
as divisoes celulares, mas nao bloqueia a expressao de fosfa¬ 
tase alcalina no momento habitual. O tratamento com pu- 
romicina, que bloqueia a tradugao, elimina a expressao da 
fosfatase alcalina. Qual e a provavel natureza da substantia 
morfogenetica que da origem a fosfatase alcalina? 

21-13 Os genes HoxA3 e HoxD3 de camundongos sao pa- 
ralogos que ocupam posigoes equivalentes nos seus respec- 
tivos conjuntos de genes Hox e compartilham cerca de 50% 
de identidade entre as suas sequencias codificadoras de pro- 


teinas. Camundongos com HoxA3 defeituoso apresentam 
deficiencias nos tecidos da faringe, e camundongos com o 
gene HoxD3 defeituoso apresentam deficiencias no esquele- 
to axial, sugerindo fungoes diferentes para esses genes para- 
logos. Foi, portanto, surpreendente quando se observou que 
a reposigao do gene HoxD3 defeituoso por um gene HoxA3 
normal corrigia essas deficiencias, assim como aconteceu 
no experimento reciproco de reposigao de um gene HoxA3 
mutante por um gene HoxD3 normal. Os genes transplanta- 
dos, no entanto, nao foram capazes de corrigir sua propria 
fungao, ou seja, um gene normal HoxA3 no locus HoxD3 nao 
pode corrigir a deficiencia causada por um gene HoxA3 mu¬ 
tante presente no locus HoxA3. O mesmo ocorre para o gene 
HoxD3. Se os genes HoxA3 e HoxD3 sao equivalentes, como 
eles desempenham papeis tao distintos durante o desenvol¬ 
vimento? Por qual razao eles nao sao capazes de desempe- 
nhar sua fungao normal na nova localizagao? 

21-14 Acredita-se que a segmentagao dos somitos nos 
embrioes dos vertebrados seja dependente das oscilagoes 
da expressao do gene Hes7. Modelos matematicos explicam 
tais oscilagoes em termos de intervalos de tempo necessarios 
para a produgao da protema instavel Hes7, que atua como 
regulador da transcrigao e inibe a sua propria expressao. A 
meia-vida de Hes7 e de cerca de 20 minutos, e quando sua 
concentragao baixa, sua transcrigao inicia-se novamente. 
Para testar este modelo, voce decide reduzir o tempo neces- 
sario para a smtese de Hes7 pela remogao de um, dois ou to- 
dos os tres introns presentes no gene Hes7 de camundongos. 
Por que voce espera que a remogao de introns possa reduzir o 
tempo de smtese de Hes7? O que acontecera com o tempo de 
oscilagao, e a formagao de somitos, se o modelo for correto? 

21-15 O controlador temporal oscilatorio que desencadeia 
a formagao de somitos nos vertebrados envolve tres compo- 
nentes essenciais: Her7 (um repressor instavel da sua propria 
smtese), Delta (uma molecula de sinalizagao transmembra- 
na) e Notch (receptor transmembrana de Delta). Notch se liga 
a Delta nas celulas adjacentes, ativando a via de sinalizagao 
Notch, que entao ativa a transcrigao de Her7. Em geral, esse 
sistema funciona sem falhas, dando origem a somitos bem 
definidos (Figura Q21-2A). No entanto, na ausencia de Delta, 
apenas os primeiros cinco somitos se formam de modo nor¬ 
mal, e os restantes sao fracamente definidos (Figura Q21-2B). 
Se uma concentragao de Delta for suplementada em etapas 
posteriores, a formagao dos somitos retorna ao normal nas 
regioes em que Delta esta presente (Figura 21-2C). A Figura 
Q21-2D mostra um diagrama das conexoes entre os compo- 
nentes do controlador temporal e como eles interagem em ce¬ 
lulas adjacentes. Na ausencia de Delta, por que as celulas nao 
estao mais em sincronia? Como a presenga de Delta mantem 
as celulas adjacentes em oscilagao sincronizada? 

21-16 O fator proteico extracelular Decapentaplegico (Dpp) 
e essencial para o desenvolvimento adequado das asas de 
Drosophila (Figura Q21-3A). Essa protema e normalmente 
expressa em uma faixa estreita no meio da asa, ao longo do 
eixo anteroposterior. Moscas com Dpp defeituosa formam 
“asas” atrofiadas (Figura Q21-3B). Se uma copia adicional do 
gene e colocada sob controle de um promotor ativo na parte 
anterior da asa, ou na parte posterior da asa, uma grande mas- 
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Figura Q21-2 Formagao de somitos em embrioes de peixe-zebra. (A) Em¬ 
brioes do tipo selvagem com somitos normais. (B) Formagao de somitos 
em embrioes sem expressao de Delta. 0 local de formagao dos somitos 
de aparencia normal esta indicado. (C) Formagao de somitos em embrioes 
sem expressao de Delta, mas que recebem uma injegao de Delta nos locais 
indicados na imagem. (D) Interagoes entre os componentes do controlador 
temporal oscilatorio em celulas adjacentes. (Adaptada de C. Soza-Ried et al. 
Development 141:1780-1788, 2014. Com permissao de The Company of 
Biologists.) 
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Celulas-tronco e renovagao de 
tecidos 


CAPITULO 

22 


As celulas evoluiram originalmente como individuos de vida livre, e tais celulas ainda 
dominam a Terra e seus oceanos. Mas as celulas que tem maior importancia para nos, 
como seres humanos, sao membros especializados de uma comunidade multicelular. 
Elas perderam caracteristicas necessarias a sobrevivencia independente e adquiriram 
peculiaridades que servem as necessidades do organismo como um todo. Embora par- 
tilhem o mesmo genoma, elas sao formidavelmente diferentes em sua estrutura, carac- 
teristicas quimicas e comportamento. Ha mais de 200 tipos diferentes reconhecidos de 
celulas no corpo humano, as quais colaboram umas com as outras para formar muitos 
tecidos diferentes, arranjadas em orgaos executando fungoes extremamente variadas. 
Para entende-las, nao basta analisa-las em uma placa de cultivo: tambem precisamos 
saber como elas vivem, funcionam e morrem em seu habitat natural, o corpo intacto. 

Nos Capitulos 7 e 21, vimos como os varios tipos de celulas tornam-se diferentes 
no embriao e como a memoria celular e os sinais celulares de suas vizinhas lhes permi- 
tem permanecer diferenciados dai em diante. No Capitulo 19, discutimos a tecnologia 
de construgao de tecidos multicelulares - os dispositivos que mantem as celulas unidas 
e os materiais extracelulares que dao suporte a elas. Mas o corpo adulto nao e estatico: 
ele e uma estrutura em equilibrio dinamico, onde novas celulas estao continuamente 
sendo originadas, se diferenciando e morrendo. Mecanismos homeostaticos mantem 
um equilibrio adequado, de maneira que a arquitetura do tecido e preservada apesar da 
constante substituigao de celulas velhas por novas. Neste capitulo, vamos nos concentrar 
sobre esses processos de desenvolvimento que continuam ao longo da vida. Ao faze-lo, 
explicaremos alguns dos diversos tipos celulares especializados e veremos como eles tra- 
balham juntos para realizar suas tarefas. 

Examinaremos, em particular, a fungao desempenhada em muitos tecidos pelas 
celulas-tronco - celulas especializadas em fornecer um suprimento novo de celulas di- 
ferenciadas onde estas precisam ser substituidas continuamente, ou quando elas sao 
necessarias em grande numero com o objetivo de reparo ou regeneragao. Veremos que, 
enquanto muitos tecidos se renovam e reparam a si mesmos, outros nao o fazem; nestes, 
celulas perdidas estarao perdidas para sempre, causando surdez, cegueira, dementia e 
outros males. 

Na segao final do capitulo, discutimos como celulas-tronco podem ser geradas e 
manipuladas artificialmente, e confrontamos a questao pratica subjacente ao atual enor- 
me interesse na tecnologia de celulas-tronco: Como podemos utilizar nosso conheci- 
mento dos processos de diferenciagao celular e renovagao de tecidos para que funcio- 
nem acima do normal e melhorar aquelas lesoes e falhas do organismo humano que ate 
agora parecem sem recuperagao? 

CELULAS-TRONCO E RENOVACAO DE TECIDOS EPITELIAIS 

Entre todos os tecidos autorrenovaveis em um mamifero, o campeao - ao menos em 
velocidade - e o revestimento do intestino delgado: a longa e contorcida porgao do 
tubo digestorio que e o principal responsavel pela absorgao de nutrientes a partir do 
lumen do intestino. Para introduzir as celulas-tronco, escolhemos o intestino delgado 
como nosso ponto de partida - nao somente porque ele se renova a uma velocidade 
maior do que qualquer outro tecido no corpo, mas tambem porque os mecanismos 
moleculares que controlam sua organizagao sao p articular mente bem entendidos. Ele, 
portanto, oferece uma bela ilustragao dos principios dos sistemas de celulas-tronco 
que tem ampla aplicabilidade. 


NESTE CAPITULO 

CELULAS-TRONCO E 
RENOVACAO DE TECIDOS 
EPITELIAIS 

FIBROBLASTOS E SUAS 
TRANSFORMAgOES: 

A FAMILIA DE CELULAS DO 
TECIDO CONECTIVO 

ORIGEM E REGENERAgAO 
DO MUSCULO ESQUELETICO 

VASOS SANGUINEOS, 

linfAticos e cLlulas 

ENDOTELIAIS 

UM SISTEMA DE CELULAS- 
-TRONCO HIERARQUICO: 
FORMAgAO DE CELULAS DO 
SANGUE 

REGENERAGAO E REPARO 

REPROGRAMAgAO CELULAR 
E CELULAS-TRONCO 
PLURIPOTENTES 
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Figura 22-1 Renovagao do revesti- 
mento do intestino. (A) 0 padrao de 
renovagao e proliferagao celular no epitelio 
que forma o revestimento do intestino 
delgado. As celulas-tronco ( vermelho ) se 
encontram na base da cripta, intercaladas 
entre as celulas diferenciadas que nao se 
dividem (celulas de Paneth). A progenie 
das celulas-tronco migra principalmente 
para cima, a partir da cripta para as vilosi- 
dades; depois de algumas divisoes rapidas, 
elas deixam de se dividir e se diferenciam 
- algumas delas enquanto ainda estao na 
cripta, a maioria delas a medida que emer- 
gem da cripta. As celulas de Paneth, como 
as outras celulas diferenciadas que nao se 
dividem, sao substituidas continuamente 
por uma progenie de celulas-tronco, mas 
elas migram para baixo em diregao a base 
da cripta e sobrevivem la por varias sema- 
nas. (B) Fotografia de urn corte de parte 
do revestimento do intestino delgado, 
mostrando as vilosidades e as criptas. Note 
a mistura de tipos de celulas diferenciadas, 
todas produzidas de celulas-tronco; sao 
principalmente celulas absortivas, com 
celulas caliciformes secretoras de muco 
(coradas em vermelho ) intercaladas entre 
elas. As celulas enteroendocrinas (nao 
indicadas) sao menos numerosas e me- 
nos faceis de identificar sem coloragoes 
especiais. 


0 revestimento do intestino delgado e renovado continuamente 
por meio da proliferagao celular nas criptas 

O revestimento do intestino delgado (e da maioria das outras regioes do tubo digesto- 
rio) e um epitelio de camada unica, com apenas uma celula de espessura. Esse epitelio 
recobre as superficies das vilosidades que se projetam em diregao ao lumen e reveste as 
criptas que descem em diregao ao tecido conectivo subjacente (Figura 22-1). Celulas em 
divisao estao restritas as criptas, e celulas diferenciadas, que nao se dividem, difundem- 
-se das criptas em um fluxo constante para as vilosidades. Ha quatro tipos principais de 
celulas diferenciadas que nao se dividem - uma absortiva e tres secretoras (Figura 22-2): 

1. As celulas absortivas (tambem chamadas de celulas com borda em escova ou ente- 
rocitos ) tern microvilosidades densamente posicionadas sobre sua superficie ex- 
posta ao lumen intestinal. Sua fungao e absorver os nutrientes a partir do lumen. 
Para isso, elas tambem produzem enzimas hidroliticas que realizam algumas das 
etapas finais da digestao extracelular. Elas sao o tipo celular majoritario no epitelio. 

2. As celulas caliciformes secretam no lumen intestinal o muco que cobre o epitelio 
com uma camada protetora. 

3. As celulas de Paneth fazem parte do sistema imune inato de defesa (discutido no 
Capitulo 24) e secretam protemas que matam bacterias. 

4. As celulas enteroendocrinas, com mais de 15 subtipos diferentes, secretam seroto- 
nina e hormonios peptidicos, que atuam sobre neuronios e outros tipos de celulas 
na parede do intestino e regulam o crescimento, a proliferagao e as atividades di- 
gestivas de celulas do intestino e de outros tecidos. 

Como se estivessem em uma esteira transportadora, as celulas absortivas, calici¬ 
formes e enteroendocrinas migram principalmente para cima a partir de seu local de 
origem na cripta, em um movimento de deslizamento ao longo da camada epitelial, para 
revestir as superficies das vilosidades. Dentro de 3 a 5 dias (no camundongo) depois de 
sairem das criptas, as celulas alcangam as extremidades das vilosidades, onde sofrem 
apoptose e por fim sao descartadas no lumen intestinal (ver Animagao 20.6). As celu- 
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las de Paneth sao produzidas em numero muito menor nas criptas e tem um padrao de 
migragao diferente. Elas permanecem no fundo das criptas, onde tambem sao continua- 
mente substituidas, embora nao tao rapidamente, persistindo por varias semanas (no 
camundongo) antes de sofrerem apoptose e serem fagocitadas por suas vizinhas. 

O problema central e entender os processos que geram, na cripta, um fornecimento 
continuo de todos esses tipos celulares definitivamente diferenciados que nao se dividem. 

As celulas-tronco do intestino delgado encontram-se na base ou 
proximas a base de cada cripta 

O padrao geral de proliferagao e migragao celular no revestimento do intestino e revelado 
por um metodo de marcagao simples que utiliza a injegao de pulsos de timidina tritiada 
(radioativa) ou de um analogo da timidina que pode ser detectado em cortes de tecido 
(cortes histologicos). Celulas que estao na fase S do ciclo de divisao incorporam a mole- 
cula marcadora em seu DNA, e seu destino pode entao ser seguido ao longo das horas e 
dias subsequentes. Se uma celula divide-se apos a incorporagao do marcador, o marcador 
torna-se diluido, reduzindo para a metade a cada ciclo celular. Isso pode ser quantificado. 
Experimentos baseados nesse metodo de marcagao confirmam, em primeiro lugar, que 
as celulas em divisao estao confinadas as criptas e que os tipos diferenciados de celulas 
listados acima nao se dividem. Segundo, as celulas que se dividem mais rapidamente, 
com um ciclo de cerca de 12 horas no camundongo, estao localizadas nas partes medias e 
superiores das criptas, e tais celulas sao todas destinadas a se diferenciar e parar de dividir 
(ver Figura 22-1A). Logo acima da base da cripta, intercaladas entre as celulas de Paneth, 
encontram-se celulas que se dividem mais lentamente. Estas sao as celulas-tronco, que 
abastecem os niveis mais altos da cripta com algumas de suas descendentes destinadas 
a diferenciagao, enquanto outras celulas de sua progenie permanecem na base da cripta 
para continuar o processo inteiro. As celulas que se dividem rapidamente acima dessas 
celulas-tronco sao derivadas delas, mas ja comprometidas com a diferenciagao. Tais ce¬ 
lulas sao chamadas de celulas precursoras comprometidas ou celulas amplificadoras 
em transito, uma vez que suas divisoes servem para amplificar o numero de celulas dife- 
renciadas que, em ultima analise, resulta de cada divisao da celula-tronco. 


Figura 22-2 Os quatro principals tipos 
de celulas diferenciadas encontrados 
no revestimento epitelial do intestino 
delgado. Todas as celulas estao orien- 
tadas com o lumen do intestino voltado 
para a parte de cima. As setas laranjas 
grossas indicam a diregao da secregao ou 
da captagao de materiais para cada tipo 
de celula. Todas essas celulas sao geradas 
a partir de celulas-tronco indiferenciadas 
multipotentes que vivem proximas ao fun¬ 
do das criptas (ver Figura 22-1). As celulas 
absortivas (com borda em escova) supe- 
ram os outros tipos de celulas no epitelio 
na proporgao de 10:1 ou mais. As micro- 
vilosidades sobre a sua extremidade apical 
proporcionam um aumento de area de 
superffcie de 30 vezes, nao somente para 
a absorgao de nutrientes, mas tambem 
para a fixagao das enzimas que realizam 
os estagios finais da digestao extracelular, 
degradando peptideos pequenos e dissa- 
carideos em monomeros que podem ser 
transportados atraves da membrana celu¬ 
lar. As celulas caliciformes secretam muco; 
esses sao os tipos mais comuns de celulas 
secretoras. As celulas de Paneth secretam 
(junto com alguns fatores de crescimento) 
criptidinas- proteinas da famflia das de- 
fensinas que matam bacterias. Subtipos 
diferentes de celulas enteroendocrinas 
secretam serotonina e hormonios pepti- 
dicos na parede do intestino (e dai para o 
sangue). A colecistocinina e um hormonio 
liberado pelas celulas enteroendocrinas 
em resposta a presenga de nutrientes no 
intestino. Ela se liga a receptores em termi- 
nagoes de nervos sensoriais proximos, que 
transmitem um sinal ao cerebro para parar 
a sensagao de fome uma vez que se tenha 
comido o suficiente. (Conforme T.L. Lentz, 
Cell Fine Structure. Philadelphia: Saunders, 
1971; R. Krstic, Illustrated Encyclopedia of 
Human Histology. Berlin: Springer-Verlag, 
1984.) 


As duas celulas-filhas de uma celula-tronco enfrentam uma escolha 

As celulas-tronco tem um papel critico em uma variedade de tecidos, e e util listar as 
propriedades que as definem: 

1. Uma celula-tronco por si mesma nao esta diferenciada terminalmente: isto e, ela 
nao esta no final de uma via de diferenciagao. 

2. Ela pode se dividir sem limite (ou ao menos durante o tempo de vida de um animal). 

3. Quando se divide, cada celula-filha tem uma alternativa: ela pode permanecer 
como uma celula-tronco ou pode comegar um caminho que a compromete com a 
diferenciagao terminal (Figura 22-3). 
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Figura 22-3 A definigao de uma ce¬ 
lula-tronco. Cada celula-filha produzida 
quando uma celula-tronco se divide pode 
permanecer como uma celula-tronco, ou 
pode vir a tornar-se diferenciada terminal¬ 
mente. Em muitos casos, a celula-filha que 
opta pela diferenciagao terminal e subme- 
tida a divisoes celulares adicionais antes de 
a diferenciagao terminal estar completada; 
tais celulas sao chamadas de celulas ampli- 
ficadoras em transito. 


As celulas-tronco sao necessarias onde quer que haja uma necessidade frequente 
de repor celulas diferenciadas que nao possam se dividir por si proprias. Embora uma 
celula-tronco deva ser capaz de se dividir, ela necessariamente nao tern de se dividir ra- 
pidamente; de fato, muitas celulas-tronco se dividem a uma taxa relativamente lenta. 

As celulas-tronco sao de muitos tipos, especializadas na geragao de diferentes clas¬ 
ses de celulas diferenciadas terminalmente - celulas-tronco intestinais para o epitelio 
intestinal, celulas-tronco epidermicas para a epiderme, celulas-tronco hematopoieticas 
para o sangue, e assim por diante. Contudo, cada sistema de celula-tronco levanta ques- 
toes fundamentais semelhantes. Quais sao as caracteristicas que distinguem a celula- 
-tronco em termos moleculares? Quais condigoes atuam para manter a celula-tronco em 
seu devido lugar e conservar suas caracteristicas de celula-tronco? O que define se uma 
determinada celula-filha se compromete com a diferenciagao ou permanece como uma 
celula-tronco? Em um tecido onde varios tipos distintos de celulas diferenciadas devem 
ser produzidos, todos eles sao derivados de um unico tipo de celula-tronco, ou ha um 
tipo distinto de celula-tronco para cada um? 

A sinalizagao Wnt mantem o compartimento de celulas-tronco 
do intestino 

Com relagao ao intestino, o imcio de uma resposta para essas questoes surgiu a partir de 
estudos de cancer de colon e reto (a porgao final do intestino, tambem conhecida como in¬ 
testino grosso). Algumas pessoas tern uma predisposigao hereditaria para cancer colorretal 
e, com a progressao da doenga invasiva, desenvolvem um grande numero de pequenos tu- 
mores pre-cancerosos (adenomas) no revestimento dessa parte do intestino (Figura 22-4). 
A aparencia desses tumores sugere que eles tenham surgido de celulas da cripta intestinal 
que falharam em parar sua proliferagao pela maneira normal. Como discutido no Capitulo 
20, a causa foi relacionada a mutagoes do gene Ape (polipose adenomatosa do colon, de 
adenomatous polyposis coli ): os tumores surgem de celulas que perderam ambas as copias 
do gene. Como o Ape codifica uma proteina que impede a ativagao inapropriada da via de 
sinalizagao Wnt (ver Figura 15-60), presume-se que essa perda de Ape imite o efeito da ex- 
posigao continua a um sinal Wnt. Portanto, a sugestao e que a sinalizagao Wnt normalmen- 
te mantem as celulas da cripta em um estado proliferativo, e que a interrupgao da exposigao 
a sinalizagao Wnt em geral as faz parar de se dividir enquanto elas deixam a cripta. 

As celulas-tronco na base da cripta sao multipotentes, originando 
a gama completa de tipos celulares intestinais diferenciados 

Ha muito tempo se suspeita de que todos os tipos celulares diferenciados no revesti¬ 
mento do intestino derivam de um unico tipo de celula-tronco. Mas a prova firme estava 
faltando, e a natureza precisa e a localizagao das celulas-tronco foram contestadas. 


Figura 22-4 Um adenoma no colon 
humano, comparado com o tecido 
normal de uma regiao adjacente do 
colon da mesma pessoa. A amostra e 
de um paciente com uma mutagao he¬ 
reditaria em uma de suas duas copias do 
gene Ape. Uma mutagao na outra copia 
do gene Ape, que ocorreu em uma celula 
epitelial do colon durante a vida adulta, 
deu origem a um clone de celulas que se 
comportam como se a via de sinalizagao 
Wnt estivesse ativada permanentemente. 
Como resultado, as celulas desse clone 
formam um adenoma - uma massa enor- 
me e firme de estruturas gigantes seme¬ 
lhantes a criptas, que se expande. 
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Figura 22-5 Analise clonal utilizando um marcador genetico. Um metodo moderno para rastreamento de 
linhagem celular e a utilizagao de animais transgenicos que possuem dois transgenes, que juntos controlam a 
expressao de uma proteina marcadora herdavel e de facil detecgao em um pequeno subgrupo de celulas-tronco. 
0 primeiro transgene (na parte superior) carrega duas sequences adjacentes codificadoras de proteinas, GFPe 
CreERT2, ambas expressas sob o controle do promotor Lgr que e ativo apenas em celulas-tronco e nao em suas 
progenies diferenciadas. GFP codifica uma proteina verde fluorescente (ver Capitulo 9), que e utilizada aqui 
simplesmente para confirmar a expressao na populagao inteira de celulas-tronco. 0 gene CreERT2 codifica uma 
forma quimerica da recombinase Cre, chamada CreERT, que consiste em recombinase Cre ligada a proteina 
receptora de estrogenio; essa enzima torna-se ativa como recombinase somente quando se liga ao tamoxifeno, 
um analogo artificial de estrogenio. 

0 segundo transgene ( embaixo) carrega um gene marcador, LacZ, sob o controle de um promotor que esta 
ativo em todas as celulas. 0 gene LacZ codifica (3-galactosidase, uma enzima que pode ser detectada histoqui- 
micamente em tecidos (ver Figura 7-28). Contudo, a expressao de LacZ no transgene mostrado aqui e impedida 
por uma sequencia bloqueadora ( vermelho ) que esta flanqueda por sftios LoxP(rosa\ ver Figura 5-66). Quando 
o tamoxifeno e adicionado, a CreERT torna-se ativa - levando a um evento de recombinagao que remove a 
sequencia de DNA bloqueadora (e deixa um sitio LoxP para tras). Como resultado, o marcador LacZ e expresso. 
Como tal alteragao e hereditaria, o marcador continua a ser expresso em todas as celulas descendentes daquelas 
em que ocorreu um evento de recombinagao. Com uma dose baixa da molecula indutora tamoxifeno, e possivel 
ativar o marcador de forma aleatoria em apenas algumas celulas bastante espagadas, que, com o passar do tem¬ 
po, dao origem a clones de descendentes bastante separadas e facilmente identificaveis (ver Figura 22-6). 

Para resolver o problema e compreender de fato a organizagao de qualquer siste- 
ma de celulas-tronco, precisamos descobrir como essas celulas estao relacionadas umas 
com as outras - quern e descendente de quern, ou, de forma equivalente, qual progenie 
sera produzida a partir de uma dada celula qualquer. Isso pode ser mais bem realizado 
utilizando-se um marcador hereditario que pode ser ativado em uma celula individual, 
permitindo assim a identificagao do clone da progenie descendente dessa celula. Um 
metodo moderno utiliza animais transgenicos para criar uma marca genetica visivel em 
apenas algumas poucas celulas bastante espagadas, as quais, com o passar do tempo, 
dao origem a clones de descendentes afastadas umas das outras e facilmente percepti- 
veis, como explicado na Figura 22-5. 

Uma pesquisa entre os genes que sao fortemente regulados de forma positiva em 
resposta a sinalizagao Wnt revelou um, chamado Lgr5, que e expresso especificamente 
em celulas-tronco intestinais. A tecnica descrita na Figura 22-5 pode ser utilizada para 
criar uma marca genetica em um subconjunto aleatorio de celulas que expressem Lgr5 
- uma marca que e herdada pela progenie de cada celula. Essas celulas Lgr5 se dividem 
com um tempo de ciclo de cerca de 24 horas, e, dentro de poucos dias, clones marcados 
sao vistos estendendo-se a partir das bases das criptas para cima ao longo dos lados das 
vilosidades. Depois de 60 dias ou mais, muitos desses clones ainda persistem, mantendo 
um ou mais membros na base da cripta e se estendendo para cima por todo o caminho 
ate as extremidades das vilosidades (Figura 22-6). Alem disso, normalmente cada clone 
unico contem todos os principais tipos de celulas intestinais - absortivas, caliciformes, 
de Paneth e enteroendocrinas - em sua proporgao normal. Portanto, as celulas que ex- 
pressam Lgr5 sao verdadeiras celulas-tronco que sao multipotentes - ou seja, capazes de 
gerar um conjunto diversificado de tipos de celulas diferenciadas. 
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Figura 22-6 Celulas-tronco que expres- 
sam Lgr5 e sua progenie no intestino 
delgado. 0 metodo mostrado na Figura 
22-5 foi utilizado aqui para marcar celulas- 
-tronco intestinais individuals e rastrear 
o destino de suas descendentes. 0 gene 
Lgr5 codifica um membro da famflia de 
receptores transmembrana ligados a pro- 
teina Gee expresso especificamente em 
celulas-tronco localizadas perto da base da 
cripta. Como o promotor de Lgr5 foi usa- 
do para controlar a expressao de CreERT2, 
o tratamento com uma dose baixa de 
tamoxifeno resultou em algumas celulas- 
-tronco que expressam LacZ. Essas celulas 
e todas as suas descendentes posterior- 
mente podem ser detectadas com um 
corante histoquimico azul. Todas as celulas 
azuis nesta imagem derivam de uma unica 
celula-tronco que expressa Lgr5. Depois de 
60 dias, as descendentes azuis desta celula 
sao vistas estendendo-se para cima ao 
longo da porgao lateral da vilosidade. Esta 
progenie que pode ser mostrada inclui to- 
dos os tipos de celulas diferenciadas, bem 
como as celulas que expressam Lgr5 que 
permanecem na base da cripta. Isso prova 
que celulas que expressam Lgr5 sao celu¬ 
las-tronco multipotentes. (De N. Barker et 
al., Nature 449:1003-1007, 2007. Com 
permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 
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As duas celulas-filhas de uma celula-tronco nao tem sempre que 
se tornar diferentes 

Se o numero de celulas-tronco em uma cripta precisa se manter estavel, cada divisao 
da celula-tronco deve, em media, produzir uma celula-filha que permanece como uma 
celula-tronco e uma que se torna comprometida com a diferenciagao. Em principio, isso 
pode ser realizado pelo menos de duas maneiras (Figura 22-7). 

Um mecanismo - a primeira vista o mais simples - seria pela divisao assimetrica: 
processos internos as celulas-tronco em divisao poderiam distribuir fatores regulado- 
res assimetricamente para suas duas filhas, como ocorre em divisoes de neuroblastos 
de Drosophila (ver Figura 21-36). Os fatores herdados por uma celula-filha fariam ela 
continuar sendo uma celula-tronco, enquanto aqueles herdados pela outra iriam dirigi- 
-la para a diferenciagao. Essa estrategia garantiria a produgao pela celula-tronco original 
de precisamente uma celula-tronco em cada geragao celular subsequente. 

Uma estrategia alternativa seria baseada em uma escolha que cada celula-filha fa- 
ria, independentemente de sua irma: em circunstancias normais, cada celula-filha teria 
50% de probabilidade de permanecer como uma celula-tronco e 50% de probabilidade 
de comprometimento com a diferenciagao. Assim, algumas vezes, as duas filhas de uma 
celula-tronco teriam destinos opostos, e outras vezes, o mesmo destino. A escolha que 
cada celula faz poderia ser tanto ao acaso, como o jogar uma moeda (cara ou coroa), 
quanto controlada pelo ambiente no qual a propria celula se encontra. Uma estrategia 
de escolhas independentes e mais flexivel do que uma de divisao assimetrica estrita. Em 
particular, os fatores ambientais podem controlar o equilibrio das probabilidades, ajus- 
tando-o em favor da opgao de celula-tronco onde sao necessarias mais celulas-tronco, 
ja que muitas vezes elas o sao, tanto para o crescimento quanto para o reparo de lesoes. 

A analise clonal proporciona uma forma de distinguir entre as duas estrategias, 
uma vez que elas fornecem previsoes bastante diferentes quanto ao numero esperado 
de clones de tamanhos diferentes produzidos por celulas-tronco individual (ver Figura 
22-7). Para o intestino, os resultados parecem claros: a teoria de escolha independente se 
encaixa nas observagoes, e a teoria de divisao assimetrica, nao. 


As celulas de Paneth criam o nicho de celula-tronco 

Ha em torno de 15 celulas-tronco que expressam Lgr5 em cada cripta. Elas sao finas e 
colunares e estao assentadas na base da cripta, intercaladas entre as celulas de Paneth 
(ver Figura 22-6). Esse e o nicho de celula-tronco intestinal: as celulas de Paneth geram 
sinais, incluindo um forte sinal Wnt, que atuam sobre uma distancia curta para manter o 
estado de celula-tronco. Protemas sinalizadoras do tecido conectivo localizado em torno 
da base da cripta ajudam a reforgar o sinal de localizagao das celulas de Paneth; o pro- 
prio Lgr5 e um receptor para uma dessas protemas, denominada espondina-R. 

No intestino, parece que o nicho criado pelas celulas de Paneth tem espago apenas 
para um numero limitado de celulas-tronco e, quando estas se dividem, e de maneira 
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Figura 22-7 Duas maneiras de uma celula-tronco produzir celulas-filhas com destinos diferentes: 
divisao assimetrica e escolha independente. (A) A estrategia de divisao assimetrica da origem a um clone 
que consiste, precisamente, em uma celula-tronco mais um numero crescente de celulas em diferenciagao, em 
proporgao ao numero de divisoes celulares. (B) A estrategia de escolha independente e mais variavel em seus 
resultados. Com uma escolha feita ao acaso por cada celula-filha e com uma probabilidade de 50% para cada 
uma de permanecer como uma celula-tronco ou se diferenciar, ha, por exemplo, uma chance de 25% de que 
ambas as celulas-filhas se diferenciem na primeira divisao, de forma que o clone, por fim, se extinga. Ou, nesta 
divisao ou mais tarde, um predomfnio de celulas-filhas pode ter a chance de manter sua caracterfstica de celula- 
-tronco, criando um clone que persiste e aumenta de tamanho. Com auxflio de um pouco de matematica, a 
probabilidade da distribuigao de tamanhos de clones gerados a partir de uma unica celula-tronco em qualquer 
dado momento pode ser prevista nesta hipotese aleatoria. As observagoes no intestino e em outros lugares se 
adaptam a estrategia de escolha independente aleatoria, mas nao a estrategia de divisao assimetrica. 


aleatoria que se define quais sao empurradas para fora do ninho e condenadas a diferen¬ 
ciagao e quais permanecem no local como celulas-tronco para o futuro. Na maioria dos 
outros sistemas de celulas-tronco onde a questao foi examinada, parece que os destinos 
das celulas-filhas de uma celula-tronco sao atribuidos de forma semelhante, de modo 
independente e sujeito a influencia do ambiente das celulas. 

Uma unica celula que expressa Lgr5 em cultura pode produzir 
todo um sistema cripta-vilosidade organizado 

As celulas de Paneth sao, elas proprias, descendentes das celulas-tronco, sugerindo que 
o sistema intestinal de celulas-tronco esta de alguma forma em automanutengao e auto- 
-organizagao. Isso e demonstrado de maneira impressionante tomando-se uma unica 
celula dissociada que expressa Lgr5 e permitindo que ela prolifere em cultura, incorpo- 
rada em uma matriz livre de celulas, enriquecida com o componente laminina da lamina 
basal (mimetizando a lamina basal). As celulas proliferam, formando, a principio, pe- 
quenas vesiculas epiteliais redondas. Contudo, dentro de poucos dias, uma ou outra das 
celulas na vesicula, ao acaso, comega a se diferenciar como uma celula de Paneth. Isso 
induz suas vizinhas a se comportarem como celulas-tronco e iniciar a transformagao da 
vesicula simples em uma estrutura organizada, ou organoide (Figura 22-8A,B). Protu- 
berancias (ou protrusoes) que se assemelham a criptas crescem na matriz circundante e 
contem celulas de Paneth, celulas-tronco que expressam Lgr5 e celulas amplificadoras 
em transito derivadas delas; tais tipos celulares estao confinados a estruturas semelhan- 
tes a criptas. Celulas absortivas que nao se dividem, diferenciadas definitivamente, re- 
vestem as outras partes do epitelio organoide, com suas microvilosidades voltadas para o 
lumen. Celulas caliciformes e enteroendocrinas tambem estao presentes, espalhadas no 
epitelio, e toda a estrutura do "mini-intestino , ; com todos os seus tipos de celula, cresce e 
renova-se de forma bastante semelhante ao revestimento do intestino normal. 
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Figura 22-8 Geragao de um mini-intestino a partir de uma unica celula que expressa Lgr5 cultivada em 
uma matriz livre de celulas. (A,B) A celula base primeiramente se divide para formar uma pequena vesfcula. 
Ao acaso, uma ou mais das celulas nesta vesfcula se diferenciam como uma celula de Paneth ( azul ). Esta celula 
mantem a expressao de Lgr5 ( amarelo ) em suas vizinhas imediatas, que permanecem como celulas-tronco que 
dao origem a uma gama completa de tipos de celulas intestinais. (C) llustragao esquematica dos sinais funda¬ 
mentals de organizagao. As celulas de Paneth organizam criptas produzindo um sinal Wnt que atua em celulas 
vizinhas e as mantem proliferando em estado de celula-tronco. Uma interagao repulsiva baseada na ligagao 
efrina-Eph faz os tipos celulares da cripta (que expressam EphB, induzida por Wnt) se separarem dos tipos de 
celulas diferenciadas da vilosidade que nao se dividem (que expressam Efrina B). Tanto efrina quanto Eph sao 
protefnas de superffcie celular ligadas a membrana plasmatica; em muitos tecidos, duas celulas que contem um 
membro diferente desse par repelem uma a outra quando se tocam (ver Figura 21-49). (Adaptada de T. Sato e 
H. Clevers, Science 340:1190-1194, 2013. Com permissao de AAAS.) 


A sinalizagao efrina-Eph dirige a segregagao dos diferentes tipos 
celulares do intestino 

O notavel comportamento de auto-organizagao de organoides em cultivo sugere que 
alguma interagao entre as diferentes celulas epiteliais as leva a separarem-se umas das 
outras. Avia de sinalizagao efrina-Eph (discutida no Capftulo 15) parece ser a respon- 
savel. As celulas que se localizam nas criptas expressam o receptor de protemas EphB, 
enquanto as celulas absortivas, caliciformes e enteroendocrinas, em fungao de inicia- 
rem a diferenciagao, desativam a expressao desse receptor e ativam a expressao de suas 
protemas ligantes, protemas de superffcie celular da famflia Efrina B (Figura 22-8C). Em 
varios outros tecidos, celulas que expressam protemas EphB sao repelidas pelo contato 
com celulas que expressam efrinas em sua superffcie (ver Figuras 21-49 e 21-79). Parece 
que o mesmo e verdade no revestimento do intestino, e que esse mecanismo serve para 
manter as celulas segregadas e nos seus locais adequados. Em mutantes-nocaute para 
EphB, a populagao celular torna-se misturada de tal maneira que, por exemplo, celulas 
de Paneth desviam-se para fora da cripta em diregao a vilosidade. 

A sinalizagao Notch controla a diversificagao celular do intestino e 
ajuda a manter o estado de celula-tronco 

Se um unico tipo de celula-tronco da origem a todos os tipos celulares diferenciados no 
revestimento do intestino, o que faz a progenie dessas celulas-tronco se diversificar? A sina¬ 
lizagao Notch tern esse papel em muitos outros sistemas, onde ela medeia a inibigao lateral 
- uma interagao competitiva que guia celulas vizinhas em diregao a destinos diferentes (ver 
Figuras 15-58 e 21-35). Todos os componentes essenciais da via Notch sao expressos nas 
criptas; parece que a sinalizagao Wnt os mantem la. Se a sinalizagao Notch e bloqueada 
abruptamente, dentro de poucos dias todas as celulas nas criptas diferenciam-se como ce¬ 
lulas caliciformes, e as celulas absortivas deixam de ser produzidas; ao contrario, se a sina¬ 
lizagao Notch e artificialmente ativada em todas as celulas, as celulas absortivas continuam 
a ser geradas, mas nao sao produzidas celulas caliciformes. Isso retrata o mecanismo de 
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Figura 22-9 Como a sinalizagao Notch, 
em combinagao com Wnt, mantem as 
celulas-tronco e dirige a diversificagao 
celular no intestino. A sinalizagao Wnt 
leva a expressao de Notch e Delta nas ce¬ 
lulas da cripta, e a sinalizagao Delta-Notch 
na cripta medeia a inibigao lateral entre 
celulas adjacentes. Celulas que expressam 
niveis mais elevados de Delta acabam 
ativando Notch em suas vizinhas, adotam 
um destino secretor e param de se dividir; 
suas vizinhas, com Notch ativada, sao im- 
pedidas de diferenciagao e se mantem em 
divisao. Essencialmente o mesmo processo 
atua na base da cripta, onde celulas de 
Paneth expressam niveis mais elevados de 
Delta para evitar que as celulas-tronco se 
diferenciem, e na populagao de celulas 
amplificadoras em transito onde as celulas 
secretoras recem-produzidas expressam 
niveis mais elevados de Delta. A divisao 
continua nas celulas ativadas por Notch 
enquanto elas sobem a cripta, ate esca- 
parem da influencia de Wnt e emergir 
na vilosidade para tornarem-se celulas 
absortivas. 


inibigao lateral atuando em animais normais: as celulas caliciformes (e outras celulas se¬ 
cretoras) expressam a protema ligante Delta (que se liga a Notch) e, assim, ativam Notch em 
suas vizinhas, inibindo-as a se diferenciar como celulas secretoras (Figura 22-9). 

A sinalizagao Delta-Notch e fundamental nao apenas na populagao de celulas am¬ 
plificadoras em transito, mas tambem na base da cripta: as celulas de Paneth expressam 
Delta e isso ativa Notch nas celulas-tronco, inibindo a diferenciagao. Sem essa influen¬ 
cia, as celulas-tronco perdem sua caracteristica especial e se diferenciam como celulas 
secretoras. Assim, a manutengao do estado de celula-tronco intestinal exige uma combi- 
nagao de sinais, com tanto Wnt quanto Notch funcionando como atores centrais. 

0 sistema de celula-tronco epidermico mantem uma barreira a 
prova d'agua autorrenovavel 

Sistemas de celulas-tronco estao organizados de muitas maneiras diferentes, mas eles 
compartilham alguns principios fundamentals. Considere a epiderme, por exemplo - a 
cobertura epitelial externa do corpo. A epiderme sofre renovagao continua, porem, ao 
contrario do revestimento do intestino, ela e um epitelio de multiplas camadas ou es- 
tratificado. Celulas-tronco estao localizadas na camada basal, e suas descendentes se 
movem para fora na diregao da superficie exposta, se diferenciando a medida que mi- 
gram. Elas chegam a camada mais externa como escamas achatadas sem vida ou celulas 
escamosas, que futuramente sao descamadas da superficie da pele (Figura 22-10). Ainda 
que a arquitetura desse tecido seja bastante diferente daquela do intestino, muitos dos 
mesmos principios basicos se aplicam. Para a sua existencia, as celulas-tronco depen- 
dem de sinais de um nicho especifico, nesse caso a lamina basal e o tecido conectivo 
subjacente. As filhas de celulas-tronco que estao comprometidas com a diferenciagao 
sofrem varias divisoes como celulas amplificadoras em transito (enquanto ainda estao 
na camada basal) antes da diferenciagao. Por fim, um mecanismo aleatorio de escolha 
independente determina os destinos das filhas de uma divisao de celula-tronco, permi- 
tindo o aumento no niimero de celulas-tronco quando necessario para crescimento ou 
cicatrizagao de feridas. A maior parte das mesmas vias de sinalizagao que organizam o 
sistema celula-tronco intestinal tambem esta envolvida na regulagao do sistema celula- 
-tronco epidermico, embora com papeis individuals diferentes. 
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Figura 22-10 A estrutura estratificada da epiderme vista na pele fina de um camundongo. (A) A epiderme forma a cobertura mais externa da pele, 
criando uma barreira impermeavel que e autorreparada e renovada continuamente. Abaixo dela, encontra-se uma camada relativamente grossa de tecido 
conectivo, a qual inclui a derme resistente e rica em colageno (da qual e feito o couro) e a camada subcutanea adiposa subjacente ou hipoderme. As celulas 
da epiderme sao chamadas de queratinocitos, porque sua atividade diferenciada caracterfstica e a sfntese de protefnas de filamentos intermediaries chamadas 
de queratinas, que dao a epiderme a sua resistencia. Tais celulas modificam seu aspecto e propriedades de uma camada para a outra, progredindo ao longo de 
um programa regular de diferenciagao. Aquelas na camada mais interna, presas a uma lamina basal subjacente, sao denominadas celulas basais e, em geral, 
sao somente elas que se dividem: a populagao de celulas basais inclui um numero relativamente pequeno de celulas-tronco junto com um grande numero 
de celulas amplificadoras em transito, derivadas delas. Acima das celulas basais, estao varias camadas de celulas espinhosas grandes, mostradas na parte su¬ 
perior em (B), cujos numerosos desmossomos - cada um deles sendo um local de ancoragem para grossos feixes de filamentos de queratina - sao visfveis ao 
microscopio de luz exatamente como minusculos espinhos ao redor da superffcie da celula. Acima das celulas espinhosas existe a camada granulosa, fina e de 
coloragao escura, onde as celulas estao unidas em conjunto para formar uma barreira a prova d'agua impermeavel; esta caracteriza a fronteira entre o estrato 
interno, metabolicamente ativo, e a camada mais externa da epiderme, que consiste em celulas mortas cujas organelas intracelulares desapareceram. Essas 
celulas mais externas estao reduzidas a escamas achatadas, ou celulas escamosas, densamente envolvidas por queratina, que futuramente sao descamadas 
da superffcie da pele. 0 tempo entre a safda de uma celula da camada basal ate a sua descamagao na superffcie e de uma semana ou duas, dependendo da 
regiao do corpo e da especie. 

Alem das celulas destinadas a queratinizagao, as camadas profundas da epiderme incluem um pequeno numero de celulas (nao mostradas) que invadem 
esse tecido e tern origens e fungoes bastante diferentes. Essas imigrantes incluem celulas dendrfticas, chamadas de celulas de Langerhans, derivadas da medula 
ossea e relacionadas ao sistema imune; melanocitos (celulas pigmentares) derivados da crista neural; e celulas de Merkel, que estao associadas com terminagoes 
nervosas na epiderme. (B, De R.V. Krstic, Ultrastructure of the Mammalian Cell: an Atlas. Berlim: Springer-Verlag, 1979.) 


A renovagao de tecidos que nao depende de celulas-tronco: 
celulas que secretam insulina no pancreas e hepatocitos no ffgado 

Alguns tipos de celulas podem se dividir mesmo que completamente diferenciados, per- 
mitindo a renovagao e a regeneragao sem o uso de celulas-tronco. As celulas secretoras 
de insulina (celulas (3) do pancreas sao um exemplo. Seu modo de renovagao tem uma 
importancia especial, porque e a perda dessas celulas (a partir de um ataque autoimu- 
ne) que e responsavel pelo diabetes tipo 1 (de inicio juvenil); elas tambem sao um fator 
significativo na forma da doenga do tipo 2 (de inicio adulto). As celulas p em geral estao 
sequestradas em aglomerados celulares chamados de ilhotas de Langerhans. Essas ilho- 
tas nao contem subgrupos evidentes de celulas especializadas para atuar como celulas- 
-tronco, ainda que celulas p novas sejam continuamente produzidas dentro delas. Es- 
tudos de rastreamento de linhagens, similares aqueles antes descritos para o intestino, 
mostram que a renovagao dessa populagao normalmente ocorre por duplicagao simples 
das celulas secretoras de insulina existentes, e nao pelas celulas-tronco. 

Outro tecido que pode se renovar mediante duplicagao simples de celulas comple¬ 
tamente diferenciadas e o figado. O principal tipo celular no figado e o hepatocito, uma 
celula grande que realiza as fungoes metabolicas do figado. Os hepatocitos costumam 
viver por um ano ou mais e renovam-se por divisao celular em um ritmo muito lento. Po- 
derosos mecanismos homeostaticos atuam para ajustar a taxa de proliferagao celular ou 
a taxa de morte celular, ou ambas, de modo a manter o orgao em seu tamanho normal ou 
restaura-lo a esse tamanho em caso de lesao. Um efeito notavel e observado se um nu¬ 
mero grande de hepatocitos e removido cirurgicamente ou e morto por envenenamento 
com tetracloreto de carbono. Dentro de um dia ou logo apos uma das formas de lesao, 
uma onda de divisao celular ocorre entre os hepatocitos que sobreviveram, substituindo 
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rapidamente o tecido perdido. Por exemplo, se dois tergos do figado de um rato sao re- 
movidos, um figado de tamanho aproximadamente normal pode ser regenerado a partir 
do que restou pela proliferagao de hepatocitos em cerca de duas semanas. 

Tanto o pancreas como o figado contem populagoes pequenas de celulas-tronco 
que podem ser “colocadas em jogo” como um mecanismo reserva para a produgao de 
tipos celulares diferenciados em circunstancias mais extremas. Isso confere resistencia 
aos mecanismos de renovagao e reparo. 

Alguns tecidos carecem de celulas-tronco e nao sao renovaveis 

A variedade entre os tecidos no que se refere a sua capacidade de autorrenovagao e ilus- 
trada, de forma impressionante, pela comparagao do epitelio olfatorio no nariz, do epi¬ 
telio auditivo do ouvido interno e do epitelio fotorreceptor da retina. Essas tres estruturas 
sensoriais, que, como a epiderme, desenvolvem-se a partir da camada ectodermica do 
embriao precoce, diferem radicalmente em suas capacidades de autorrenovagao. O epi¬ 
telio olfatorio contem uma populagao de celulas-tronco que da origem a celulas diferen- 
ciadas que tern um tempo de vida limitado e sao continuamente substituidas. Mas, ao 
contrario da epiderme, essas celulas diferenciadas (as celulas receptoras olfatorias) sao 
neuronios, com corpos celulares que se encontram no epitelio olfatorio e axonios que 
se estendem para tras em diregao aos lobos olfatorios no cerebro. Portanto, a renovagao 
continua desse epitelio implica a produgao continua de axonios novos, os quais tern de 
navegar de volta para os locais apropriados no cerebro. 

Ao contrario, pelo menos em mamiferos, o epitelio auditivo e o epitelio da retina 
carecem de celulas-tronco, e suas celulas receptoras sensoriais - as celulas sensoriais pi- 
losas no ouvido, os fotorreceptores na retina - sao insubstituiveis. Se eles sao destruidos 
- seja por excesso de exposigao a ruido alto, seja olhando para o feixe de um laser , seja 
por processos degenerativos na velhice, - a perda e permanente. 

Resumo 

Muitos tecidos no corpo de um mamifero adulto sao renovados continuamente pelas 
celulas-tronco. Por definigao, as celulas-tronco nao estao diferenciadas terminalmente e 
tern a capacidade de se dividir ao longo do tempo de vida do organismo, produzindo al- 
gumas celulas-filhas que se diferenciam e outras que permanecem como celulas-tronco. 
O revestimento do intestino se autorrenova mais rapidamente do que qualquer outro no 
corpo de um mamifero efornece um paradigma para o funcionamento de sistemas de 
celulas-tronco. No intestino delgado, ha um fluxo ascendente contmuo a partir das criptas, 
onde celulas novas sao produzidas por divisao celular, em diregao as vilosidades, que sao 
compostas de celulas diferenciadas que nao se dividem. A via de sinalizagao Wnt mantem 
a proliferagao celular nas criptas , e a agao aumentada da via Wnt da origem a tumores. 
Celulas-tronco encontram-se na base de cada cripta e distinguem-se pela expressao de 
Lgr5 e outros genes. As celulas-tronco Lgr5 + sao multipotentes, cada uma capaz de pro- 
duzir varios tipos diferentes de celulas diferenciadas assim como novas celulas-tronco. O 
equilibrio de opgoes de destino e ajustado de acordo com a necessidade, permitindo o au- 
mento no numero de celulas-tronco onde sao mais necessarias para crescimento e reparo. 
Em um meio de cultivo adequado livre de celulas , uma unica celula-tronco Lgr5 + pode 
produzir um “mini-intestino” auto-organizado, contendo todos os tipos celulares padrao 
do epitelio intestinal. 

Outros epitelios com autorrenovagao, como a epiderme com sua arquitetura de mul- 
tiplas camadas (estratificado), tern celulas-tronco e sua progenie diferenciada dispostas 
de maneiras diferentes, mas sao controlados por prindpios basicos semelhantes. Entretan- 
to, a renovagao e reparo de tecido nem sempre tern de depender de celulas-tronco. Assim, 
a populagao de celulas produtoras de insulina no pancreas e ampliada e renovada por 
duplicagao simples de celulas produtoras de insulina ja existentes. De forma semelhante, 
no figado, hepatocitos diferenciados continuam capazes de se dividir ao longo da vida e 
podem aumentar drasticamente sua taxa de divisao quando surge a necessidade. No ex- 
tremo oposto, alguns tecidos, como os epitelios sensoriais do ouvido e do olho, nao sofrem 
nenhuma reposigao e nao sao renovaveis: suas celulas, uma vez perdidas, estao perdidas 
para sempre. 
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FIBROBLASTOS E SUAS TRANSFORMACOES: A FAMILIA DE 
CELULAS DO TECIDO CONECTIVO 

Dos epitelios, com seus padroes variados de renovagao e sua enorme variedade de fun- 
goes (protetora, absortiva, secretora, sensorial e de biossmtese), voltar-nos-emos agora 
para os tecidos conectivos. Em geral, os tecidos conectivos consistem em celulas disper- 
sas em matriz extracelular que elas proprias secretam, como discutido no Capitulo 19. 
Elas tern origem na camada mesodermica (camada intermediary) do embriao precoce, 
a qual esta interposta entre a ectoderme e a endoderme (ver Capitulo 21, Figura 21-3). 

No corpo adulto, praticamente todos os epitelios sao sustentados por uma base 
de tecido conectivo, ou estroma; e tipos especializados de tecido conectivo, como osso, 
cartilagem e tendao, formam a estrutura de suporte do corpo como um todo. Nao me- 
nos importante do que seu papel mecanico, o tecido conectivo tambem contem os va- 
sos sangumeos que conduzem o oxigenio e os nutrientes dos quais dependem todas as 
celulas. As celulas do sistema imune vagueiam ao longo do tecido conectivo, passan- 
do para dentro e para fora dos vasos sangumeos e linfaticos, fornecendo defesa contra 
infecgoes; e, ao longo das malhas de tecido conectivo, passam os nervos perifericos. 
Envoltos no tecido conectivo estao tambem os musculos que permitem nossos movi- 
mentos. Dessas muitas maneiras, as celulas que formam o tecido conectivo e sintetizam 
os varios tipos de matriz extracelular contribuem para o suporte e o reparo de quase 
todo tecido e orgao. 

As celulas do tecido conectivo pertencem a uma familia de tipos celulares que es¬ 
tao relacionados pela origem, e muitas vezes elas sao extraordinariamente interconver- 
siveis. A familia inclui os fibroblastos, as celulas cartilaginosas e as celulas osseas, os quais 
sao todos especializados na secregao de matriz extracelular rica em colageno e sao, em 
conjunto, responsaveis pela arquitetura estrutural do corpo. A familia do tecido conec¬ 
tivo inclui tambem as celulas adiposas (adipocitos ) e as celulas musculares lisas. Esses 
tipos celulares e as interconversoes que supostamente ocorrem entre eles sao ilustrados 
na Figura 22-11. A adaptabilidade do carater diferenciado de celulas do tecido conectivo 
e uma caracteristica importante das respostas para muitos tipos de danos. 

Os fibroblastos mudam suas caracteristicas em resposta aos sinais 
qufmicos e fisicos 

Os fibroblastos parecem ser as celulas menos especializadas na familia do tecido conec¬ 
tivo. Eles estao dispersos no tecido conectivo de todo o corpo, onde secretam uma matriz 
extracelular nao rigida que e rica em colageno do tipo I ou tipo III, ou ambos, como dis¬ 
cutido no Capitulo 19. Quando um tecido e lesado, os fibroblastos proximos proliferam, 
migram para a ferida (Animagao 22.1) e produzem grandes quantidades de matriz rica 
em colageno, que ajuda a isolar e a reparar o tecido lesado. Sua capacidade de prolife- 
ragao em caso de lesao, junto com seu estilo de vida solitario, pode explicar por que os 
fibroblastos sao as celulas mais faceis de crescer em cultivo - uma caracteristica que tern 
feito delas o assunto preferido para estudos de biologia celular. 


Figura 22-11 A familia das celulas do 
tecido conectivo. As setas mostram as in¬ 
terconversoes que supostamente ocorrem 
dentro da familia. Para simplificar, o fibro- 
blasto e mostrado como um tipo celular 
unico, mas nao se sabe ao certo quantos 
tipos de fibroblasto existem e se o poten- 
cial de diferenciagao dos diferentes tipos e 
restrito de modos distintos. 


Celula ossea 
(osteoblasto/osteocito) 


Celula da cartilagem 
(condroblasto/condrocito) 



Celula adiposa 
(adipocito) 











CAPITULO 22 Celulas-tronco e renovagao de tecidos 1229 


Matriz 

extracelular 

rigida 


YAPativa TAZ ativa 


Celula ossea 


Matriz extracelular 
macia 


1 

YAP inativa TAZ inativa 

I 


Celula adiposa 


Uma classe de celulas do tecido conectivo, denominadas celulas do estroma da 
medula ossea, fornece um exemplo da versatilidade radical do tecido conectivo. Essas 
celulas, que podem ser consideradas um tipo de fibroblasto, podem ser isoladas da me¬ 
dula ossea e propagadas em cultivo. Grandes clones de descendentes podem ser produ- 
zidos dessa maneira, a partir de um unico ancestral de celulas do estroma. Dependendo 
das condigoes na cultura, os membros de um determinado clone tanto podem continuar 
proliferando para produzir mais celulas do mesmo tipo, como podem se diferenciar 
como celulas adiposas, celulas cartilaginosas ou celulas osseas. O destino das celulas de- 
pende tanto de sinais fisicos como de sinais quimicos: envolvidas em uma matriz rigida 
e inflexivel, elas tendem a se transformar em celulas osseas, enquanto em uma matriz 
mais macia e mais elastica, elas tendem a se transformar em celulas adiposas. Esse efeito 
e mediado por uma via intracelular que responde a tensao em feixes de actina-miosina e 
transmite um sinal para reguladores de transcrigao especificos no rnicleo (Figura 22-12). 
Em fungao de sua caracteristica multipotente, autorrenovavel, as celulas do estroma da 
medula ossea, e outras celulas com propriedades semelhantes, sao denominadas celu¬ 
las-tronco mesenquimais. 


Figura 22-12 Controle de diferencia- 
gao de fibroblasto pelas propriedades 
fisicas da matriz extracelular. 

Sobre uma matriz rigida, as celulas for- 
mam adesoes fortes, espalham-se e ten¬ 
dem a se transformar em celulas osseas. 
Sobre uma matriz macia, onde as celulas 
sao incapazes de formar adesoes fortes, 
elas nao conseguem se espalhar e tendem 
a se diferenciar como celulas adiposas. 
Esses efeitos dependem de reguladores 
de transcrigao (proteinas YAP e TAZ) que 
se movem para o nucleo da celula em 
resposta a tensao desenvolvida em feixes 
de actina-miosina no citoplasma. (Baseada 
em S. Dupont et al., Nature 474:179-183, 
2011 .) 


Os osteoblastos produzem matriz ossea 

A cartilagem e o osso sao tecidos de caracteristicas muito diferentes; contudo, eles estao 
estreitamente relacionados na origem, e a formagao do esqueleto depende de uma inti- 
ma associagao entre eles. 

A cartilagem e um tecido estruturalmente simples, composto de celulas de um 
unico tipo - os condrocitos - embebidas em uma matriz mais ou menos uniforme alta- 
mente hidratada, que consiste em proteoglicanos e colageno do tipo II (discutido no Ca- 
pitulo 19). A matriz cartilaginosa pode alterar sua forma, e o tecido cresce por expansao a 
medida que os condrocitos se dividem e produzem mais matriz (Figura 22-13). O osso, 
ao contrario, e denso e rigido; ele cresce por aposigao - isto e, por deposigao de matriz 
adicional sobre as superficies livres. Como o concreto armado, a matriz ossea e predomi- 
nantemente uma mistura de fibras rigidas (fibrilas de colageno do tipo I), que resistem 
as forgas de distensao, e de particulas solidas (fosfato de calcio na forma de cristais de 
hidroxiapatita), que resistem a compressao. A matriz ossea e secretada por osteoblastos 
que se localizam na superficie da matriz existente e depositam camadas frescas de osso 
sobre ela. Alguns dos osteoblastos permanecem livres na superficie, enquanto outros se 
tornam gradativamente envolvidos em sua propria secregao. Esse material fresco recem- 
-formado (composto sobretudo de colageno do tipo I) e convertido rapidamente em ma¬ 
triz ossea dura pela deposigao de cristais de fosfato de calcio nela. 

Uma vez aprisionada na matriz dura, a celula original formadora de osso, agora 
chamada de osteocito, nao tern oportunidade de se dividir, embora continue a secre- 



em divisao recem-sintetizada Matriz 

A CARTILAGEM SE EXPANDE- 


Figura 22-13 O crescimento da carti¬ 
lagem. 0 tecido se expande enquanto 
os condrocitos se dividem e produzem 
mais matriz. A matriz recem-sintetizada 
com a qual cada celula cerca a si propria e 
sombreada em verde-escuro. A cartilagem 
tambem pode crescer pelo recrutamento 
de fibroblastos do tecido que a envolve e 
pela conversao destes em condrocitos. 
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Figura 22-14 Deposigao de matriz 
ossea por osteoblastos. Os osteoblastos 
que revestem a superficie do osso secre- 
tam a matriz organica do osso (osteoide) e 
sao convertidos em osteocitos quando eles 
se tornam embebidos nessa matriz. A ma¬ 
triz calcifica logo apos ter sido depositada. 
Acredita-se que os proprios osteoblastos 
sejam derivados de celulas-tronco osteo- 
genicas que estao intimamente relaciona- 
das aos fibroblastos. 



tar mais matriz, em pequenas quantidades, em torno de si mesma. O osteocito, da mes- 
ma forma que o condrocito, ocupa uma pequena cavidade, ou lacuna, na matriz, mas, 
ao contrario do condrocito, ele nao esta isolado de seus companheiros. Canais muito 
pequenos, ou canaliculos , irradiam-se de cada lacuna e content processos celulares do 
osteocito que esta nessa lacuna, permitindo-lhe formar jungoes do tipo fenda com os¬ 
teocitos vizinhos (Figura 22-14). Vasos sangumeos e nervos passam atraves do tecido, 
mantendo as celulas osseas vivas e reagindo quando o osso e lesado. 

Um osso maduro tern uma arquitetura complexa e bela, na qual placas densas de 
tecido de osso compacto circundam espagos atravessados por estruturas leves de osso 
trabecular - uma filigrana de hastes de tecido osseo entrelagadas com medula mole nos 
intersticios (Figura 22-15). A produgao, manutengao e reparo dessa estrutura nao de¬ 
pendent apenas das celulas da familia do tecido conectivo que sintetizam matriz, mas 
tambem de uma classe separada de celulas chamadas de osteoclastos, que a degradam, 
como explicaremos a seguir. 

0 osso e remodelado continuamente pelas celulas em seu interior 

Apesar de toda a sua rigidez, o osso nao e de modo algum um tecido permanente e imu- 
tavel. Passando pela matriz extracelular rigida, ha canais e cavidades ocupados por ce¬ 
lulas vivas, que correspondem a cerca de 15% do peso do osso compacto. Essas celulas 
estao envolvidas em um processo incessante de remodelagem: enquanto os osteoblastos 
depositam matriz ossea nova, os osteoclastos destroem a matriz ossea velha. Esse meca- 
nismo proporciona a continua renovagao e substituigao de matriz no interior do osso. 

Os osteoclastos (Figura 22-16) sao celulas multinucleadas grandes que se origi- 
nam, como os macrofagos, de celulas-tronco hematopoieticas na medula ossea (discu- 


Figura 22-15 Osso trabecular e com¬ 
pacto. (A) Eletromicrografia de varredura 
em baixa magnitude de osso trabecular na 
vertebra de um homem adulto. 0 tecido 
mole da medula foi dissolvido e retirado. 
(B) Um corte sagital da cabega do femur, 
com a medula ossea e outros tecidos 
moles igualmente dissolvidos e retirados, 
revela o osso compacto do tubo osseo e 
o osso trabecular no interior. Em fungao 
da maneira pela qual o tecido osseo re- 
modela a si proprio em resposta a carga 
mecanica, as trabeculas orientam-se ao 
longo do eixo principal de tensao dentro 
do osso. (A, cortesia de Alan Boyde; B, 
de J.B. Kerr, Atlas of Functional Histology. 
Mosby, 1999.) 
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Figura 22-16 Osteodastos. (A) Esquema de um osteoclasto em corte transversal. Esta celula gigante, multi- 
nucleada, promove erosao da matriz ossea. A "borda estriada" e um local de secregao de acidos (para dissolver 
os minerals do osso) e de hidrolases (para digerir os componentes organicos da matriz). Os osteodastos variam 
em forma, sao moveis e costumam emitir processos para reabsorver osso em varios locais. Eles se desenvolvem 
a partir de monocitos e podem ser vistos como macrofagos especializados. (B) Um osteoclasto na matriz ossea, 
visto por microscopia eletronica de varredura. 0 osteoclasto se arrasta lentamente sobre a matriz, corroendo-a, e 
deixando uma trilha de fossas onde ele causou erosao. (A, de R.V. Krstic, Ultrastructure of the Mammalian Cell: 
An Atlas. Berlim: Springer-Verlag, 1979; B, cortesia de Alan Boyde.) 


tido adiante neste capitulo). As celulas precursoras sao liberadas na corrente sangumea 
e juntam-se em locais de reabsorgao ossea, onde se fundem para formar os osteodastos 
multinucleados, que se aderem as superficies da matriz ossea e a corroem. Os osteo- 
clastos sao capazes de abrir um tunel profundo na substancia-matriz do osso compacto, 
formando cavidades que sao invadidas por outras celulas. Um capilar sangumeo cresce 
em diregao ao centro de um desses tuneis, e as paredes do tunel sao revestidas com uma 
camada de osteoblastos (Figura 22-17). Esses osteoblastos depositam camadas concen- 
tricas de matriz nova, que gradualmente preenchem a cavidade, deixando apenas um 
canal estreito em torno do novo vaso sangumeo. Ao mesmo tempo em que alguns tuneis 
sao preenchidos totalmente com osso, outros estao sendo perfurados por osteodastos, 
que cortam sistemas concentricos mais velhos. 



Osso novo 

Matriz ossea nova ainda 
nao calcificada 

Osso antigo 

Tecido conectivo frouxo 
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crescendo para 
o interior 
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escavando tunel 
atraves do osso antigo 


Figura 22-17 A remodelagem do osso 
compacto. Os osteodastos atuando 
juntos em um pequeno grupo escavam 
um tunel no osso antigo, avangando em 
uma taxa de cerca de 50 |xm por dia. Os 
osteoblastos entram no tunel atras deles, 
revestem suas paredes e comegam a for¬ 
mar osso novo, depositando camadas de 
matriz a uma taxa de 1 a 2 p,m por dia. Ao 
mesmo tempo, um capilar brota em dire¬ 
gao ao centro do tunel. 0 tunel finalmente 
torna-se preenchido com camadas con- 
centricas de osso novo, apenas com um 
canal central estreito remanescente. Cada 
um desses canais, alem de proporcionar 
um caminho de acesso para os osteoclas- 
tos e osteoblastos, contem um ou mais 
vasos sanguineos que transportam os nu- 
trientes de que as celulas osseas precisam 
para sobreviver. Caracteristicamente, cerca 
de 5 a 10% do osso em um mamffero 
adulto saudavel sao substituidos dessa 
maneira a cada ano. (Conforme Z.F.G. 
Jaworski, B. Duck e G. Sekaly, J. Anat. 

133:397-405, 1981. Com permissao de 
Blackwell Publishing.) 
































1232 PARTE V As celulas em seu contexto social 


Os osteoclastos sao controlados por sinais de osteoblastos 

Os osteoblastos que produzem a matriz tambem produzem os sinais que recrutam e 
ativam os osteoclastos para degrada-la. Disturbios nesse balango podem levar a osteo- 
porose, na qual ha excessiva erosao da matriz ossea e enfraquecimento do osso, ou a 
condigao oposta, osteopetrose, na qual o osso se torna excessivamente espesso e denso. 
Sinais hormonais tern efeitos poderosos nesse equilibrio. Por exemplo, o uso cronico de 
corticosteroides pode causar osteoporose como um efeito colateral; mas isso pode ser 
tratado por outros farmacos que restabelecem o equilibrio, incluindo agentes que blo- 
queiam os fatores que os osteoblastos secretam para recrutar osteoclastos. 

Controles locais permitem que o osso seja depositado em um local enquanto e 
reabsorvido em outro. Por esses controles sobre o processo de remodelagem, os ossos 
sao dotados de uma capacidade notavel de adaptar sua estrutura em resposta a varia- 
goes de longa duragao na carga imposta a eles. E isso que torna possivel, por exemplo, a 
ortodontia: uma forga constante aplicada a um dente com um grampo fara ele se mover 
gradativamente, durante muitos meses, pelo osso da mandibula, mediante remodela¬ 
gem do tecido osseo na frente e atras dele. 

O osso tambem pode sofrer uma reconstrugao muito mais rapida e dramatica 
quando surge a necessidade. Algumas celulas capazes de formar cartilagem nova per- 
sistem no tecido conectivo que cerca um osso. Se o osso e quebrado, as celulas na vizi- 
nhanga da fratura fazem o reparo usando um processo que se assemelha ao modo como 
os ossos se desenvolvem no embriao: primeiro a cartilagem e depositada para preencher 
o espago da fratura e depois e substituida por osso. A capacidade de autorreparo, tao 
impressionantemente ilustrada pelos tecidos do esqueleto, e uma propriedade das es- 
truturas vivas que nao tern paralelo entre os objetos feitos na atualidade pelo homem. 

Resumo 

Afamilia de celulas do tecido conectivo incluifibroblastos, celulas cartilaginosas, celulas 
osseas, celulas adiposas e celulas musculares lisas. Alguns tipos de fibroblastos, como as 
celulas-tronco mesenquimais da medula ossea, parecem ser capazes de se transformar em 
qualquer um dos outros membros dessa familia. Tais transformagoes de tipos celulares 
de tecido conectivo sao reguladas pela composigao da matriz extracelular circundante, 
pela forma celular e por hormonios e fatores de crescimento. Tanto a cartilagem como o 
osso consistem em celulas e matriz solida que as celulas secretam em torno delas mesmas 
- condrocitos na cartilagem, osteoblastos no osso (ostedcitos sao osteoblastos queficaram 
aprisionados dentro da matriz ossea). A matriz da cartilagem e capaz de alterar sua for¬ 
ma de modo que o tecido possa crescer por expansao, ao passo que o osso e rigido e pode 
crescer apenas por aposigao. Enquanto os osteoblastos secretam matriz ossea, eles tambem 
produzem sinais que recrutam monocitos da circulagao para tornarem-se osteoclastos, 
os quais degradam a matriz ossea. Pela atividade dessas classes de celulas antagonistas, 
o osso e submetido a uma remodelagem perpetua pela qual ele pode se adaptar a carga 
que pode suportar e alterar sua densidade em resposta aos sinais hormonais. Alem disso, o 
osso adulto conserva uma capacidade de reparar a si proprio caso sofra uma fratura, por 
meio de reativagao dos mecanismos que controlam seu desenvolvimento embrionario: as 
celulas na vizinhanga da fratura convertem o tecido em cartilagem, que, depois, e substi- 
tuida por osso. 

ORIGEM E REGENERACAO DO MUSCULO ESQUELETICO 

O termo “musculo" inclui muitos tipos celulares, todos especializados em contragao, 
mas diferentes em outros aspectos. Como observado no Capitulo 16, todas as celulas 
de eucariotos possuem um sistema contratil envolvendo actina e miosina, mas as ce¬ 
lulas musculares desenvolveram esse mecanismo em um nivel elevado. Os mamiferos 
possuem quatro tipos principais de celulas especializadas para contragao: as celulas do 
musculo esqueletico, as celulas do musculo cardiaco (coragao), as celulas do musculo 
liso e as celulas mioepiteliais (Figura 22-18). Elas diferem em fungao, estrutura e de¬ 
senvolvimento. Embora todas produzam forgas contrateis pelo uso de sistemas de fila- 
mentos organizados com base em actina e miosina II, as moleculas de actina e miosina 
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utilizadas sao um pouco diferentes na sequencia de aminoacidos, estao arranjadas de 
forma diferente nas celulas e estao associadas a grupos diferentes de protemas que con- 
trolam a contragao. 

Nesta segao, destacaremos as celulas do musculo esqueletico, que sao responsa- 
veis por quase todos os movimentos sob controle voluntario. Essas celulas podem ser 
muito grandes (2 a 3 cm de comprimento e 100 pm de diametro em um humano adulto) 
e muitas vezes sao chamadas de fibras musculares, por causa de sua forma altamente 
alongada. Cada uma e um sincicio, contendo muitos nucleos dentro de um citoplasma 
comum. Em um musculo intacto, elas estao unidas de maneira muito firme em feixes, 
com fibroblastos (e algumas celulas adiposas) nos intersticios entre elas e vasos sangui- 
neos e fibras nervosas que passam pelo tecido. Os mecanismos de contragao muscular 
foram discutidos no Capitulo 16. Aqui consideramos a estrategia incomum pela qual as 
celulas musculares esqueleticas multinucleadas sao produzidas e mantidas. 

Os mioblastos fundem-se para formar novas fibras musculares 
esqueleticas 

Durante o desenvolvimento, certas celulas, originadas dos somitos de um embriao de 
vertebrado em um estagio muito precoce, sao destinadas a se diferenciar como mio¬ 
blastos, os precursores das fibras musculares esqueleticas. Apos um periodo de pro- 
liferagao, os mioblastos sofrem uma mudanga dramatica de estado: eles param de se 
dividir, ativam a expressao de uma bateria inteira de genes musculo-especificos ne- 
cessaria a diferenciagao terminal e fundem-se uns com os outros para formar fibras 
musculares esqueleticas multinucleadas (Figura 22-19). Uma vez que a diferenciagao 
e a fusao celular tenham ocorrido, as celulas nao se dividem e os nucleos nunca mais 
replicam seu DNA. 


Figura 22-18 Os quatro tipos de celu¬ 
las musculares de um marmfero. 

(A) llustragoes esquematicas (em escala). 
(B-E) Eletromicrografias de varredura. As 
fibras musculares esqueleticas (B, de um 
hamster) sao celulas gigantes com muitos 
nucleos e se formam por fusao celular. 

Os outros tipos de celulas musculares 
sao mais convencionais, em geral tendo 
apenas um nucleo. As celulas do musculo 
cardiaco (C, de um rato) se parecem com 
fibras musculares esqueleticas nas quais 
seus filamentos de actina e miosina estao 
alinhados em arranjos muito ordenados 
para formar uma serie de unidades contra- 
teis chamadas de sarcomeros, de maneira 
que as celulas tern uma aparencia estriada 
(listrada). As setas em (C) apontam para 
discos intercalares - jungoes entre as 
extremidades de duas celulas musculares 
cardiacas; as celulas musculares esquele¬ 
ticas em musculos longos sao unidas nas 
extremidades de modo semelhante. As ce¬ 
lulas musculares lisas (D, da bexiga de um 
cobaio) sao assim denominadas porque 
nao parecem estriadas; elas pertencem a 
familia do tecido conectivo e estao intima- 
mente relacionadas com os fibroblastos. 
Observe que o musculo liso e mostrado 
aqui em aumento menor do que os outros 
tipos de musculo. As fungoes do musculo 
liso variam muito, desde impulsionar o 
alimento ao longo do trato digestivo ate 
erigar os pelos em resposta ao frio ou ao 
medo. As celulas mioepiteliais (E, de um 
alveolo secretor de uma glandula mamaria 
de rata em lactagao) tambem nao tern 
estriagoes, mas ao contrario de todas as 
outras celulas musculares elas estao situa- 
das em epitelios e derivam da ectoderme. 
Elas formam o musculo dilatador da iris 
do olho e servem para expelir a saliva, o 
suor e o leite das glandulas corresponden- 
tes. (B, cortesia de Junzo Desaki; C, de T. 
Fujiwara, in Cardiac Muscle in Handbook 
of Microscopic Anatomy [E.D. Canal, ed.]. 
Berlim: Springer-Verlag, 1986; D, cortesia 
de Satoshi Nakasiro; E, de T. Nagato et 
al„ Cell Tissue Res. 209:1-10, 1980. Com 
permissao de Springer-Verlag.) 
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Figura 22-19 Fusao de mioblastos em 
cultivo. 0 cultivo esta corado com um an- 
ticorpo fluorescente ( verde) contra a mio- 
sina do musculo esqueletico, que marca 
as celulas musculares diferenciadas, e com 
um corante especifico para DNA ( azul) 
para mostrar os nucleos celulares. (A) Pou- 
co tempo apos a troca para um meio de 
cultivo que favorece a diferenciagao, ape- 
nas dois dos muitos mioblastos no campo 
visual ativaram a produgao de miosina e se 
fundiram para formar uma celula muscular 
com dois nucleos (em cima a direita). (B) 
Um pouco mais tarde, quase todas as 
celulas se diferenciaram e se fusionaram. 
(C) Observagao em maior magnitude, 
mostrando as estriagoes caracteristicas (lis- 
tras transversais finas) em duas das celulas 
musculares multinucleadas. (Cortesia de 
Jacqueline Gross e Terence Partridge.) 
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Alguns mioblastos continuam como celulas-tronco quiescentes 
(inativas) no adulto 

Mesmo que, normalmente, os humanos nao produzam novas fibras musculares esque¬ 
leticas na vida adulta, eles ainda tern a capacidade de produzi-las, e as fibras muscula¬ 
res existentes podem retomar o crescimento quando surge a necessidade. Celulas com 
capacidade de atuar como mioblastos sao conservadas na forma de celulas pequenas, 
achatadas e inativas, situadas em contato ultimo com as celulas musculares maduras 
e estando contidas dentro da sua bainha de lamina basal (Figura 22-20). Se o muscu¬ 
lo e lesado ou estimulado a crescer, essas celulas-satelite sao ativadas a proliferar, e sua 
progenie pode se fundir para reparar o musculo lesado ou para permitir o crescimen¬ 
to muscular. Portanto, as celulas-satelite, ou algum subgrupo de celulas-satelite, sao as 
celulas-tronco do musculo esqueletico adulto, em geral mantidas como reserva em um 
estado quiescente, mas dispomveis quando necessarias como fonte de autorrenovagao 
de celulas diferenciadas terminais. 

No entanto, o processo de reparo muscular por meio de celulas-satelite e limita- 
do no que ele pode obter. Em uma forma de distrofia muscular, por exemplo, um defei- 
to genetico na protema de citoesqueleto distrofina causa lesao nas celulas musculares 
esqueleticas diferenciadas. Como resultado, as celulas-satelite proliferam para reparar 
as fibras musculares lesadas. Contudo, tal resposta regenerativa e incapaz de acompa- 
nhar o ritmo da lesao e, por fim, o tecido conectivo substitui as celulas musculares, im- 
pedindo qualquer possibilidade adicional de regeneragao. Um declinio da capacidade 
de regeneragao tambem contribui para o enfraquecimento do musculo nos idosos. 
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Figura 22-20 Celulas-satelite reparam fibras musculares esqueleticas. (A) A amostra esta corada com um anticorpo ( vermelho ) contra uma caderina mus¬ 
cular, caderina-M, que esta presente tanto na celula-satelite como na fibra muscular e esta concentrada no local em que suas membranas estao em contato. Os 
nucleos da fibra muscular estao corados em verde, e o nucleo da celula satelite esta corado em azul. (B) Esquema do reparo de uma fibra muscular lesada por 
proliferagao e fusao de celulas-satelite. (A, cortesia de Terence Partridge.) 
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Resumo 

As fibras musculares esqueleticas sao uma das quatro categorias principals de celulas espe- 
cializadas em contragao nos vertebrados, sendo responsaveis por todos os movimentos vo¬ 
luntaries. Cada fibra muscular esqueletica e um sindcio e se desenvolve pela fusao de muitos 
mioblastos. Os mioblastos proliferam muito, mas uma vez que tenham sejundido, nao podem 
mais se dividir. A fusao costuma ocorrer apos o inicio da diferenciagao do mioblasto, na qual 
muitos genes que codificam protemas musculares especiflcas sao ativados coordenadamente. 
Alguns mioblastos persistem em um estado quiescente na forma de celulas-satelite no musculo 
adulto; quando um musculo e lesado, essas celulas sao reativadas a proliferar e se fundem 
para substituir as celulas musculares queforam perdidas. Elas sao as celulas-tronco de mus¬ 
culo esqueletico, e o esgotamento de sua capacidade regenerativa e responsavel por algumas 
formas de distrofia muscular assim como pela diminuigao da massa muscular na velhice. 

VASOS SANGUINEOS, LINFATICOS E CELULAS ENDOTELIAIS 

Quase todos os tecidos dependem de um suprimento de sangue, e o suprimento de san- 
gue depende de celulas endoteliais, que formam o revestimento dos vasos sangumeos. 
As celulas endoteliais tem uma capacidade notavel de ajustar seu numero e seu arranjo 
para se adequar as necessidades locais. Elas criam um sistema adaptavel de suporte da 
vida, alcangando por migragao celular quase qualquer regiao do corpo. Se nao fossem 
as celulas endoteliais que estendem e remodelam a rede de vasos sangumeos, o cresci- 
mento e o reparo dos tecidos seriam impossiveis. O tecido canceroso e tao dependente 
do suprimento de sangue como o tecido normal, e isso levou a um aumento do interesse 
pela biologia da celula endotelial, na esperanga de que possa ser possivel bloquear o 
crescimento de tumores atacando as celulas endoteliais que lhes trazem nutrigao. 


Tecido conectivo Lamina elastica 

frouxo (fibras de elastina) 



Lamina basal 100 ^m 


Figura 22-21 Esquema de uma arteria 
pequena em corte transversal. As celulas 
endoteliais formam o revestimento endotelial, 
que, embora imperceptivel, e o componente 
fundamental. Compare com o capilar na Figura 
22 - 22 . 


As celulas endoteliais revestem todos os vasos sangufneos e 
linfaticos 

Os vasos sangumeos maiores sao arterias e veias, que tem uma parede espessa e resis- 
tente de tecido conectivo e muitas camadas de celulas musculares lisas (Figura 22-21). 
A parede interna e revestida por uma unica camada extremamente fina de celulas endo¬ 
teliais, o endotelio, separada das camadas externas vizinhas por uma lamina basal. As 
quantidades de tecido conectivo e musculo liso na parede do vaso variam de acordo com 
o diametro e a fungao do vaso, porem o revestimento endotelial esta sempre presente. 
Nos ramos mais finos da arvore vascular - os capilares e os sinusoides - as paredes con¬ 
sistent apenas em celulas endoteliais e em uma lamina basal (Figura 22-22), junto com 
uns poucos e dispersos pericitos. Relacionados as celulas musculares lisas dos vasos, os 
pericitos enrolam-se em torno dos pequenos vasos e os reforgam (Figura 22-23). 

Menos evidentes que os vasos sangumeos sao os vasos linfaticos. Estes nao trans- 
portam sangue e tem paredes muito mais delgadas e mais permeaveis que os vasos 
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Figura 22-22 Capilares. Eletromicrogra- 
fia (a esquerda) de um corte transversal 
de um capilar pequeno no pancreas. A 
parede e formada por uma unica celula 
endotelial circundada por uma lamina 
basal, como e visto mais claramente no 
esquema a direita. (De R.P. Bolender, J. Cell 
Biol. 61:269-287, 1974. Com permissao 
de The Rockefeller University Press.) 
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Figura 22-23 Pericitos. A eletromi- 
crografia de varredura mostra pericitos 
envolvendo com seus processos celulares 
um vaso sanguineo pequeno (uma venula 
pos-capilar) na glandula mamaria de uma 
gata. Os pericitos estao presentes tambem 
em torno de capilares, porem, nesses 
casos, encontram-se distribuidos de forma 
muito mais esparsa. (De T. Fujiwara e Y. 
Uehara, Am. J. Anat. 170:39-54, 1984. 
Com permissao de Wiley-Liss.) 


sangumeos. Eles fornecem um sistema de drenagem para o fluido (linfa) que se infil- 
tra para fora dos vasos sangumeos, bem como uma via de saida para globulos brancos 
que tenham migrado dos vasos sangumeos para dentro dos tecidos. Infelizmente, eles 
tambem podem fornecer a via pela qual as celulas cancerosas escapam de um tumor 
primario para invadir outros tecidos. Os vasos linfaticos formam um sistema ramificado 
de afluentes, todos drenando, por fim, para dentro de um unico grande vaso linfatico, o 
ducto toracico, que se abre em uma grande veia, proxima ao coragao. Da mesma forma 
que os vasos sangumeos, os vasos linfaticos sao revestidos com celulas endoteliais. 

Dessa forma, as celulas endoteliais revestem o sistema vascular sanguineo e lin¬ 
fatico inteiro, desde o coragao ate os menores capilares, e elas controlam a passagem 
de materiais - e o transito de globulos brancos do sangue - para dentro e para fora da 
corrente sangumea. Arterias, veias, capilares e vasos linfaticos desenvolvem-se todos a 
partir de vasos pequenos constituidos unicamente de celulas endoteliais e de lamina ba¬ 
sal: o tecido conectivo e o musculo liso sao adicionados mais tarde, quando necessario, 
sob influencia de sinais provenientes das celulas endoteliais. 

As celulas endoteliais das extremidades abrem caminho para a 
angiogenese 

Para compreender como o sistema vascular se forma dentro do indivlduo e como ele se 
adapta as alteragoes de necessidades dos tecidos, temos que entender as celulas endote¬ 
liais. Como elas se tornam tao amplamente distribuidas e como elas formam canais que 
se associam exatamente na forma adequada para o sangue circular pelos tecidos e para 
a linfa ser drenada de volta para a corrente sangumea? 

As celulas endoteliais sao originadas em locais especificos no embriao inicial a 
partir de celulas precursoras que tambem dao origem a celulas do sangue. A partir des¬ 
ses locais, as celulas endoteliais embrionarias iniciais migram, proliferam e se diferen- 
ciam para formar os primeiros rudimentos de vasos sangumeos - um processo chamado 
de vasculogenese. O crescimento e a ramificagao subsequente dos vasos por todo o corpo 
ocorrem, principalmente, por proliferagao e movimento das celulas endoteliais desses 
primeiros vasos, em um processo chamado de angiogenese. 

A angiogenese ocorre de maneira muito semelhante no organismo jovem enquanto 
ele cresce e no adulto durante o reparo e a remodelagem do tecido. Podemos observar o 
comportamento das celulas em estruturas naturalmente transparentes, como a cornea do 
olho ou a barbatana de um girino, ou em tecido em cultivo, ou no embriao. A retina embrio - 
naria, a qual os vasos sangumeos invadem de acordo com um cronograma predetermina- 
do, proporciona um exemplo conveniente para um estudo experimental. Cada vaso novo 
origina-se como um broto capilar do lado de um capilar existente ou pequena venula (Figu¬ 
ra 22-24). Na extremidade do broto, abrindo caminho, esta uma celula endotelial com um 
carater distinto. Essa celula da extremidade tern um padrao de expressao genica um tanto 
diferente do padrao das celulas endoteliais da haste que seguem atras dela, e, enquanto as 
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Figura 22-24 Angiogenese. (A) Um novo capilar sanguineo se forma pelo brotamento de uma celula endotelial a 
partir da parede de um pequeno vaso existente. Uma celula endotelial da extremidade, com muitos filopodios, guia 
o avango de cada broto capilar. As celulas endoteliais da haste seguem atras da celula da extremidade e tornam-se 
escavadas para formar um tubo com lumen interno. (B) Capilares sangumeos brotando na retina de um camun- 
dongo embrionario que teve um corante vermelho injetado na corrente sangumea, revelando o lumen do capilar 
se abrindo atras da celula da extremidade (Animagao 22.2). (B, de H. Gerhardt et al., J. Cell Biol. 161:1163-1 177, 
2003. Com permissao do autor.) 
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celulas da haste se dividem, ela nao o faz. A caracteristica mais surpreendente da celula da 
extremidade e que ela estende muitos processos celulares longos chamados de filopodios, 
que se assemelham aqueles de um cone de crescimento neuronal. Enquanto isso, a coluna 
de celulas da haste atras dela torna-se escavada para formar um lumen. 

As celulas endoteliais da extremidade que abrem caminho para o crescimento de ca- 
pilares normais nao apenas se parecem com cones de crescimento neuronal, mas tambem 
respondem de forma semelhante aos sinais no ambiente. De fato, muitas das moleculas de 
orientagao envolvidas sao as mesmas, incluindo netrinas, slits e efrinas mencionadas em 
nossa descrigao de desenvolvimento neuronal no capitulo anterior. Os receptores corres- 
pondentes sao expressos nas celulas da extremidade e guiam o broto vascular ao longo de 
vias especificas no embriao, frequentemente em paralelo com os nervos. Porem, talvez a 
mais importante das moleculas de orientagao para as celulas endoteliais seja uma que esta 
dedicada sobremaneira ao controle do desenvolvimento vascular: o fator de crescimento 
endotelial vascular, ou VEGF( de vascular endotelial growth fator). 


Tecidos que necessitam de um suprimento sangufneo liberam VEGF 


Quase todas as celulas, em praticamente todos os tecidos de um vertebrado, estao lo- 
calizadas a uma distancia de 50 a 100 pm de um capilar sangumeo. Que mecanismo 
assegura que o sistema de vasos sangumeos ramifique para todas as diregoes? Como esta 
ajustado de forma tao perfeita as necessidades locais dos tecidos, nao apenas durante o 
desenvolvimento normal, mas tambem em circunstancias patologicas? Um ferimento, 
por exemplo, induz um grande e repentino crescimento de capilares nas vizinhangas da 
lesao para satisfazer as altas exigencias metabolicas do processo de reparo (Figura 22- 
25). Os irritantes e as infecgoes locais tambem causam uma proliferagao de novos capi¬ 
lares, a maioria dos quais regride e desaparece quando a inflamagao diminui. De forma 
menos benigna, uma amostra pequena do tecido de um tumor implantado na cornea, 
que em geral nao apresenta vasos sangumeos, provoca o crescimento rapido dos vasos 
sangumeos na diregao do implante a partir da margem vascular da cornea; a taxa de 
crescimento do tumor aumenta bruscamente assim que os vasos chegam a ele. 

Em todos esses casos, as celulas endoteliais invasoras respondem a sinais pro- 
duzidos pelo tecido que elas invadem. Os sinais sao complexos, mas um papel-chave e 
desempenhado pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A regulagao do 
crescimento do vaso sangumeo, para corresponder as necessidades do tecido, depende 
do controle de produgao de VEGF, por meio de mudangas na estabilidade de seu mRNA 
e em sua taxa de transcrigao. O ultimo controle e relativamente bem compreendido. 
Uma carencia de oxigenio, em quase qualquer tipo de celula, causa um aumento no mvel 
intracelular de um fator de transcrigao chamado fator induzido por hipoxia la (HIFla, 
de hypoxia-inducible factor la). O HIFla estimula a transcrigao do gene Vegf(e de ou- 
tros genes cujos produtos sao necessarios quando o suprimento de oxigenio esta baixo). 
A protema VEGF e secretada, difunde-se pelo tecido e atua sobre as celulas endoteliais 
proximas, estimulando-as a proliferar, a produzirem proteases para ajuda-las a digerir 
seu caminho ao longo da lamina basal do capilar, ou da venula de origem, e a formar 
brotos. As celulas da extremidade dos brotos detectam o gradiente de VEGF e movem-se 
na diregao da fonte deste. A medida que vasos novos se formam, trazendo sangue para o 
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Figura 22-25 Formagao de novos ca¬ 
pilares em resposta a um ferimento. A 

eletromicrografia de varredura dos moldes 
do sistema de vasos sanguineos que 
circundam a margem da cornea mostra 
a reagao ao ferimento. Os moldes sao 
feitos injetando uma resina dentro dos 
vasos e deixando-a solidificar; isso revela a 
forma do lumen em oposigao a forma das 
celulas. Sessenta horas apos o ferimento, 
muitos capilares novos haviam comegado 
a brotar em diregao ao local da lesao, que 
esta exatamente acima da parte superior 
da imagem. Seu supercrescimento orien- 
tado reflete uma resposta quimiotatica das 
celulas endoteliais a um fator angiogenico 
liberado na ferida. (Cortesia de Peter C. 
Burger.) 
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Figura 22-26 O mecanismo regulador 
que controla o crescimento do vaso 
sangumeo conforme a necessidade de 
oxigenio do tecido. A falta de oxigenio 
desencadeia a secregao de VEGF, que esti- 
mula a angiogenese. 



tecido, a concentragao de oxigenio se eleva. A atividade de HIFla entao diminui, a pro- 
dugao de VEGF e encerrada, e a angiogenese chega a uma pausa (Figura 22-26). 

Sinais das celulas endoteliais controlam o recrutamento de 
pericitos e celulas musculares lisas para formar a parede do vaso 

A rede vascular e remodelada continuamente enquanto ela cresce e se adapta. Um vaso 
recem-formado pode ficar mais espesso; ou dele podem brotar ramos laterais; ou pode 
regredir. As proprias celulas musculares lisas ou de outros tecidos conectivos que for- 
mam uma camada em torno do endotelio (ver Figura 22-23) ajudam a estabilizar os va- 
sos enquanto eles aumentam sua espessura. Esse processo de formagao da parede do 
vaso inicia-se com o recrutamento de pericitos. Um numero pequeno destas celulas mi- 
gra em companhia das celulas da haste, pela parte externa de cada broto endotelial. O 
recrutamento e a proliferagao de pericitos e celulas musculares lisas para formar uma 
parede de vaso depende do fator B de crescimento derivado de plaqueta (PDGF-B, de 
platelet-derived growth factor-B) secretado pelas celulas endoteliais e dos receptores 
de PDGF nos pericitos e nas celulas musculares lisas. Em mutantes nos quais falta essa 
protema sinalizadora ou seu receptor, essas celulas da parede do vaso estao ausentes 
em muitas regioes. Como resultado, os vasos sangumeos embrionarios desenvolvem mi- 
croaneurismas - dilatagoes patologicas microscopicas - que, por fim, rompem-se, assim 
como outras anormalidades, que refletem a importancia da troca de sinais em ambas as 
diregoes entre as celulas externas da parede do vaso e as celulas endoteliais. 

Resumo 

As celulas endoteliais sao os elementos fundamentais do sistema vascular. Elasformam uma 
camada celular unica que reveste todos os vasos sangumeos e linfaticos e regula as trocas 
entre a corrente sangumea e os tecidos vizinhos. Os vasos novos se originam como brotagdes 
endoteliais a partir das paredes de pequenos vasos existentes. Uma celula endotelial da ex- 
tremidade, movel e especializada, localizada na borda de cada broto, estende filopodios que 
respondem a gradientes de moleculas de controle presentes no ambiente, levando ao cresci¬ 
mento de brotagdes que se assemelham muito com o cone de crescimento de um neurdnio. 
As celulas endoteliais da haste, seguindo atras, tornam-se escavadas para formar um tubo 
capilar. Os sinais das celulas endoteliais organizam o crescimento e o desenvolvimento das 
celulas do tecido conectivo queformam as camadas circundantes da parede do vaso. 

Um mecanismo homeostatico assegura que os vasos sangumeos penetrem cada re- 
giao do corpo. As celulas que sao pobres em oxigenio aumentam sua concentragao do fator 
la induzido por hipoxia (HIFla), que estimula a produgao do fator de crescimento endo¬ 
telial vascular (VEGF). O VEGF atua sobre as celulas endoteliais, fazendo-as proliferar e 
invadir o tecido pouco oxigenado para supri-lo com vasos sangumeos novos. A medida 
que os vasos novos aumentam, eles recrutam um numero crescente de pericitos - celulas 
que se aderem a parte externa do tubo endotelial e amadurecem como um camada de 
musculo liso que e necessaria para se obter a resistencia dos vasos. 
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UM SISTEMA DE CELULAS-TRONCO HIERARQUICO: 
FORMACAO DE CELULAS DO SANGUE 

A fungao dos vasos sanguineos e transportar o sangue, e e para esse sangue que nos vol- 
tamos agora. O sangue contem muitos tipos de celulas com fungoes que variam desde o 
transporte de oxigenio a produgao de anticorpos. Algumas dessas celulas permanecem 
dentro do sistema vascular, enquanto outras usam o sistema vascular apenas como um 
meio de transporte e desempenham sua fungao em outro local. Entretanto, todas as celu¬ 
las sangumeas tern certas semelhangas em sua historia de vida. Todas elas tern um tempo 
de vida limitado e sao produzidas por toda a vida do animal. Notavelmente, todas sao pro- 
duzidas, em ultima analise, a partir de uma celula-tronco comum, localizada na medula 
ossea (em humanos adultos). Assim, essa celula-tronco hematopoietica (que faz sangue) 
e multipotente, dando origem a todos os tipos de celulas sangumeas diferenciadas ter- 
minalmente, assim como a alguns outros tipos de celulas, como os osteoclastos no osso, 
conforme ja mencionado. O sistema hematopoietico e o mais complexo dos sistemas de 
celulas-tronco dos mamiferos e e excepcionalmente importante na pratica medica. 

Os eritrocitos sao todos iguais; os leucocitos podem ser 
agrupados em tres classes principals 

As celulas sangumeas podem ser classificadas como vermelhas ou brancas. Os globu- 
los vermelhos do sangue, ou eritrocitos (hemacias), permanecem dentro dos vasos 
sanguineos e transportam 0 2 e C0 2 ligados a hemoglobina. Os globulos brancos do 
sangue, ou leucocitos, combatem infecgoes e, em alguns casos, realizam a fagocitose 
e a digestao de detritos. Os leucocitos, ao contrario dos eritrocitos, devem abrir seu 
caminho atravessando as paredes de pequenos vasos sanguineos e migrar para os te¬ 
cidos para desempenhar suas tarefas. Alem disso, o sangue contem grande numero 
de plaquetas, que nao sao celulas inteiras, mas pequenos fragmentos celulares soltos, 
ou “minicelulas" derivados do citoplasma de celulas grandes chamadas de megacari- 
ocitos. As plaquetas se aderem especificamente ao revestimento celular endotelial de 
vasos sanguineos lesados, onde ajudam no reparo de rupturas e auxiliam no processo 
de coagulagao sanguinea. 

Todos os eritrocitos permanecem em uma unica classe, seguindo a mesma trajetoria 
de desenvolvimento enquanto amadurecem, e o mesmo e verdade para as plaquetas; con- 
tudo, ha muitos tipos distintos de leucocitos. Os globulos brancos tradicionalmente estao 
agrupados em tres categorias principals - granulocitos, monocitos e linfocitos - com base 
na sua aparencia a microscopia optica. 

Os granulocitos contem numerosos lisossomos e vesiculas secretoras (ou granu- 
los) e estao subdivididos em tres classes, de acordo com a morfologia e as proprieda- 
des de coloragao dessas organelas (Figura 22-27). As diferengas na coloragao refletem 
as principais diferengas quimicas e de fungao. Os neutrofilos (tambem chamados de 
leucocitos polimorfonucleares por causa de seu nucleo multilobulado) sao o tipo mais 
comum de granulocitos; eles fagocitam e destroem os microrganismos, em especial as 
bacterias, e dessa forma tern um papel-chave na imunidade inata a infecgao bacteriana, 
como discutido no Capitulo 24 (ver Animagao 16.1). Os basofilos secretam histamina 
(e, em algumas especies, serotonina), que ajuda a mediar as reagoes inflamatorias; eles 
estao intimamente relacionados aos mastocitos, que se localizam no tecido conectivo, 
mas tambem sao gerados pelas celulas-tronco hematopoieticas. Os eosinofilos ajudam a 
destruir os parasitas e modulam as respostas inflamatorias alergicas. 

Uma vez que tenham deixado a corrente sanguinea, os monocitos (ver Figura 22- 
27D) amadurecem, tornando-se macrofagos, que, junto com os neutrofilos, sao as princi¬ 
pais “celulas fagociticas profissionais” no organismo. Como discutido no Capitulo 13, am- 
bos os tipos de celulas fagociticas contem lisossomos especializados que se fundem com 
vesiculas fagociticas recem-formadas (fagossomos), expondo os microrganismos fagoci- 
tados a uma enxurrada, produzida enzimaticamente, de moleculas altamente reativas de 
superoxido (0 2 _ ) e de hipoclorito (CIO , o ingrediente ativo da agua sanitaria), assim como 
ao ataque de uma mistura concentrada de enzimas hidrolases lisossomicas que se tornam 
ativas no fagossomo. Entretanto, os macrofagos sao muito grandes e vivem mais tempo do 
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Figura 22-27 Leucocitos (globulos brancos do sangue). (A-D) Estas eletro- 
micrografias mostram (A) um neutrofilo, (B) um basofilo, (C) um eosinofilo e (D) 
um monocito. As eletromicrografias de linfocitos sao mostradas na Figura 24-14. 
Cada um dos tipos celulares mostrados aqui tern uma fungao diferente, retratada 
pelos tipos distintos de granulos secretores e lisossomos que esses tipos contem. 
Ha apenas um nucleo por celula, porem ele tern uma forma lobulada irregular e, 
em (A), (B) e (C), as conexoes entre os lobulos estao fora do piano de corte. (E) 
Uma fotomicrografia de luz de um esfregago de sangue corado com o corante de 
Romanowsky, que cora intensamente os globulos brancos do sangue. (Cortesia de 
Dorothy Bainton.) 


que os neutrofilos. Eles reconhecem e removem celulas velhas, mortas e lesadas em muitos 
tecidos, sendo os unicos aptos a ingerir microrganismos grandes, como protozoarios. 

Os monocitos tambem dao origem a celulas dendriticas. Como os macrofagos, as 
celulas dendriticas sao celulas migratorias que podem ingerir substancias e organismos 
estranhos, porem, quando estao ativas, elas nao tern um apetite por fagocitose e, em vez 
disso, possuem um papel critico como apresentadoras de antigenos estranhos aos linfoci¬ 
tos, para desencadear uma resposta imune. As celulas dendriticas da epiderme (denomi- 
nadas celulas de Langerhans), por exemplo, ingerem antigenos estranhos na epiderme e 
os transportam a partir da pele de volta, para apresenta-los aos linfocitos, nos linfonodos. 

Ha duas classes principais de linfocitos, ambas envolvidas em respostas imunes: 
os linfocitos B produzem anticorpos, enquanto os linfocitos T matam as celulas infec- 
tadas por virus e regulam as atividades de globulos brancos. Alem disso, ha celulas se- 
melhantes a linfocitos, chamadas de celulas matadoras naturais {NK, de natural killer ), 
que matam alguns tipos de celulas tumorais e celulas infectadas por virus. A produgao 
de linfocitos e um topico especializado discutido em detalhes no Capitulo 24. Aqui nos 
concentraremos sobretudo no desenvolvimento de outras celulas sanguineas, com fre¬ 
quence classificadas coletivamente como celulas mieloides. 

Os varios tipos de celulas do sangue e suas fungoes estao resumidos na Tabela 22-1. 

A produgao de cada tipo de celula sanguinea na medula ossea e 
controlada individualmente 

A maioria dos leucocitos desempenha suas fungoes em outros tecidos, e nao no sangue; 
o sangue simplesmente as transporta para onde elas sao necessarias. Uma infecgao ou 
uma lesao local em qualquer tecido atrai rapidamente os leucocitos para a regiao afetada 
como parte da resposta inflamatoria, que ajuda a combater a infecgao ou a cicatrizar a 
ferida (Animagao 22.3). 

A resposta inflamatoria e complexa e controlada por muitas moleculas sinaliza- 
doras diferentes, produzidas no local por mastocitos, terminagoes nervosas, plaquetas 
e globulos brancos, bem como pela ativagao do complemento (discutido no Capitulo 
24). Algumas dessas moleculas sinalizadoras atuam sobre o revestimento endotelial dos 
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Celulas do sangue 

Tipo de celula 

Fungoes principals 

Concentragao tipica no 
sangue humano (celulas/litro) 

Eritrocitos 

Transportam 0 2 e C0 2 

5 X 10 12 

Leucocitos 




Granulocitos 


Neutrofilos (leucocitos polimorfonucleares) 

Fagocitam e destroem bacterias invasoras 

5 X 10 9 

Eosinof ilos 

Destroem parasitas grandes e modulam respostas 
inflamatorias alergicas 

2 X 10 s 

Basofilos 

Liberam histamina (e, em algumas especies, 
serotonina) em certas reagoes imunes 

4 X 10 7 

Monocitos 

Nos tecidos, tornam-se macrofagos, que fagocitam 
e digerem microrganismos e corpos estranhos 
invasores, assim como celulas velhas danificadas 

4 X 10 s 


Linfocitos 


Celulas B 

Produzem anticorpos 

2 X 10 9 

Celulas T 

Matam celulas infectadas por virus e regulam 
atividades de outros leucocitos 

1 X 10 9 

Celulas matadoras naturais (celulas NK) 

Matam celulas infectadas por virus e algumas 
celulas tumorais 

1 X 10 s 

Plaquetas (fragmentos celulares oriundos de 
megacariocitos na medula ossea) 

Iniciam a coagulagao sangumea 

3 X 10" 


Os humanos contem cerca de 5 litros de sangue, que sao responsaveis por 7% do peso corporal. Os globulos vermelhos do sangue (eritrocitos) constituem cer- 
ca de 45% desse volume, e os globulos brancos cerca de 1 %, sendo o restante o plasma sanguineo liquido. 


capilares vizinhos auxiliando os globulos brancos, primeiro, a se fixar no endotelio e, 
depois, atravessa-lo e sair da corrente sangumea para dentro do tecido, onde sao neces- 
sarias, conforme descrito no Capitulo 19 (ver Figura 19-28 e Animagao 19.2). Tecidos in- 
flamados ou lesados e celulas endoteliais locais secretam outras moleculas chamadas de 
quimiocinas, que atuam como agentes quimiotaticos para tipos especificos de globulos 
brancos, fazendo-as tornarem-se polarizadas e deslizarem em diregao a fonte do agente 
quimiotatico. Como resultado, um grande numero de globulos brancos penetra o tecido 
afetado (Figura 22-28). 

Outras moleculas sinalizadoras produzidas durante uma resposta inflamatoria mi- 
gram pelo sangue e estimulam a medula ossea a produzir mais leucocitos e a libera-los na 
corrente sangumea. A regulagao tende a ser especifica para cada tipo celular: por exemplo, 
algumas infecgoes bacterianas causam um aumento seletivo dos neutrofilos, enquanto as 
infecgoes com alguns protozoarios e outros parasitas causam um aumento seletivo dos eo- 
sinofilos. (Por esse motivo, os medicos rotineiramente utilizam a contagem diferencial de 
globulos brancos para auxiliar no diagnostico de infecgoes e outras doengas inflamatorias.) 

Em outras circunstancias, a produgao de eritrocitos e aumentada de forma seletiva 
- por exemplo, em resposta a anemia (falta de hemoglobina) devido a perda de sangue, e 
nos processos de aclimatagao quando alguem vai viver em altas altitudes, onde o oxige- 
nio e escasso. Dessa forma, a formagao de celulas sangumeas, ou hematopoiese, envolve 
necessariamente controles complexos, os quais regulam a produgao de cada tipo de ce- 
lula sangumea individualmente para satisfazer as mudangas necessarias. 

A medula ossea contem celulas-tronco hematopoieticas 
multipotentes, capazes de originar todas as categorias de celulas 
sangufneas 

Na medula ossea, as celulas sangumeas em desenvolvimento e seus precursores, in- 
cluindo as celulas-tronco, estao misturadas umas com as outras, assim como com ce- 

Figura 22-28 Quimiotaxia de leucocitos para o tecido lesado. Um sinal quimiotatico liberado a partir de 
um local de lesao, que esta na parte inferior da pagina, causa a saida dos globulos brancos (leucocitos) do inte¬ 
rior do capilar por deslizamento entre celulas endoteliais adjacentes, como e mostrado. 


Celula endotelial Leucocito no capilar 



EXPOSigAO A MEDIADORES 
DE INFLAMAgAO LIBERADOS 
A PARTIR DO TECIDO LESADO 



QUIMIOTAXIA NA DIREgAO DOS 
QUIMIOTATICOS LIBERADOS A 
PARTIR DO TECIDO LESADO 



Leucocitos no tecido conectivo 
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Figura 22-29 Um megacariocito entre 
outras celulas sangumeas em desen- 
volvimento na medula ossea. 0 tama- 
nho enorme do megacariocito resulta do 
fato de ele possuir um nucleo altamente 
poliploide. Um megacariocito produz cerca 
de 10 mil plaquetas, que se formam a 
partir de fragmentos de longas projegoes 
celulares que se estendem pelas aberturas 
nas paredes de um seio sangufneo adja- 
cente. 


Plaquetas brotando de 
projegao de um megacariocito Celula endotelial da parede do seio 

Eritrocito 



Celula sangufnea Megacariocito Medula 
em desenvolvimento ossea 
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A irradiagao com raios X faz parar 
a produgao de celulas sangufneas; 
o camundongo morreria se nenhum 
tratamento adicional fosse dado 




INJEgAO DE CELULAS DE MEDULA 
OSSEA DE UM DOADOR SAUDAVEL 


O camundongo sobrevive; as 
celulas-tronco injetadas colonizam 
seus tecidos hematopoieticos e originam 
um suprimento estavel de celulas 
sangufneas novas 



Figura 22-30 Transfusao de celulas da 
medula ossea para o salvamento de um 
camundongo submetido a irradiagao. Um 

procedimento essencialmente semelhante 
e utilizado no tratamento de leucemia em 
pacientes humanos, utilizando transplante de 
medula ossea. 


lulas adiposas e outras celulas do estroma (celulas do tecido conectivo), que produzem 
uma malha de sustentagao delicada de fibras de colageno e outros componentes da ma- 
triz extracelular. Alem disso, o tecido inteiro e ricamente abastecido com vasos sangui- 
neos de paredes finas, chamados de seios sangumeos, dentro dos quais as novas celulas 
sangumeas sao descarregadas. Os megacariocitos tambem estao presentes; estes, quan- 
do maduros, ao contrario das outras celulas sangumeas, permanecem na medula ossea e 
sao uma de suas caracteristicas mais impressionantes, sendo extraordinariamente gran- 
des (diametro acima de 60 pim), com um nucleo altamente poliploide. Em geral, eles se 
encontram muito proximo aos seios sangumeos e estendem projegoes celulares atraves 
de aberturas no revestimento endotelial desses vasos; as plaquetas brotam desses pro¬ 
cesses e sao levadas pelo sangue (Figura 22-29 e Animagao 22.4). 

Em fungao do arranjo complexo das celulas na medula ossea, em cortes habituais 
do tecido e dificil identificar quase todas as celulas, exceto as precursoras imediatas das 
celulas sangumeas maduras. Nao ha nenhuma caracteristica visivel obvia pela qual pos- 
samos reconhecer as celulas-tronco finais. No caso da hematopoiese, as celulas-tronco 
foram identificadas pela primeira vez por um ensaio funcional que explorou o modo de 
vida nomade das celulas sangumeas e suas precursoras. 

Quando um animal e exposto a uma dose alta de raios X, a maior parte das celulas 
hematopoieticas e destruida e o animal morre dentro de poucos dias como resultado de 
sua incapacidade de produzir novas celulas sangumeas. No entanto, o animal pode ser 
salvo por uma transfusao de celulas coletadas da medula ossea de um doador saudavel, 
imunologicamente compativel. Entre essas celulas ha algumas que podem colonizar o 
hospedeiro submetido a irradiagao e reabastece-lo permanentemente com tecido he- 
matopoietico (Figura 22-30). Experimentos desse tipo demonstram que a medula ossea 
contem celulas-tronco hematopoieticas. Eles tambem mostram como podemos analisar 
a presenga de celulas-tronco hematopoieticas e, a partir dai, descobrir as caracteristicas 
moleculares que as distinguem de outras celulas. 

Para esse proposito, as celulas coletadas da medula ossea sao separadas em gru- 
pos (utilizando-se um equipamento que separa celulas ativadas por fluorescencia) de 
acordo com os antigenos de superficie que elas apresentam, e as fragoes diferentes sao 
transfundidas para os camundongos submetidos a irradiagao. Se uma fragao salva um 
camundongo hospedeiro submetido a irradiagao, ela deve conter celulas-tronco hema¬ 
topoieticas. Dessa maneira, tern sido possivel mostrar que as celulas-tronco hematopoi¬ 
eticas sao caracterizadas por uma combinagao especifica de protemas de superficie ce- 
lular e, com a separagao apropriada, podemos obter preparagoes praticamente puras de 
celulas-tronco. As celulas-tronco retiradas sao uma fragao minuscula da populagao da 
medula ossea - cerca de 1 celula em 50 mil a 100 mil; mas isso e o suficiente. Uma unica 
celula dessas injetada em um camundongo hospedeiro com hematopoiese defeituosa e 
suficiente para reconstituir seu sistema hematopoietico inteiro, originando um conjunto 
inteiro de tipos de celulas sangumeas, assim como celulas-tronco novas. Este e outros 
experimentos (usando marcadores de linhagem artificiais) mostram que a celula-tronco 
hematopoietica individual e multipotente e pode originar a gama completa de tipos de 
celulas sangumeas, tanto mieloides como linfoides, bem como as novas celulas-tronco, 
iguais a ela propria (Figura 22-31). 
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Figura 22-31 Um esquema especula- 
tivo da hematopoiese. A celula-tronco 
multipotente normalmente se divide 
com pouca frequencia para gerar mais 
celulas-tronco multipotentes, que estao se 
autorrenovando, ou celulas progenitoras 
comprometidas, que sao limitadas no nu- 
mero de vezes que podem se dividir, antes 
da diferenciagao, para formar celulas san- 
guineas maduras. Enquanto passam por 
suas divisoes, as progenitoras tornam-se 
progressivamente mais especializadas na 
variedade de tipos celulares a que podem 
dar origem, como indicado pela ramifica- 
gao deste diagrama de linhagem celular. 
Nos manmferos adultos, todas as celulas 
mostradas desenvolvem-se sobretudo na 
medula ossea - exceto os linfocitos T, que, 
conforme indicado, se desenvolvem no 
timo, e os macrofagos e os osteoclastos, 
que se desenvolvem a partir de monocitos 
do sangue. Algumas celulas dendrfticas 
tambem podem derivar de monocitos. 


0 comprometimento e um processo de etapas sucessivas 

As celulas-tronco hematopoieticas nao saltam diretamente de um estado multipotente 
para um comprometimento com apenas uma via de diferenciagao; em vez disso, elas 
passam por uma serie de restrigoes progressivas. Em geral, a primeira etapa e o compro¬ 
metimento com um destino mieloide ou um linfoide. Acredita-se que isso de origem a 
dois grupos de celulas progenitoras, um capaz de gerar um grande numero de todos os 
tipos diferentes de celulas mieloides, e o outro produzindo grande numero de todos os 
tipos diferentes de celulas linfoides. As etapas seguintes originam as progenitoras com¬ 
prometidas com a produgao de apenas um tipo celular. As etapas de comprometimento 
estao correlacionadas com mudangas na expressao de reguladores de transcrigao espe- 
cificos, necessarios a produgao de subgrupos diferentes de celulas sangumeas. 

As divisoes das celulas progenitoras comprometidas amplifica o 
numero de celulas sangumeas especializadas 

As celulas progenitoras hematopoieticas em geral tornam-se comprometidas a uma via 
especifica de diferenciagao muito antes de cessarem a proliferagao e tornarem-se diferen- 
ciadas terminalmente. As progenitoras comprometidas passam por muitas rodadas de 
divisao celular para amplificar o numero definitivo de celulas de determinado tipo espe- 
cializado. Dessa maneira, uma unica divisao de celula-tronco pode levar a produgao de 
milhares de celulas-filhas diferenciadas, o que explica por que o numero de celulas-tronco 
e apenas uma pequena fragao da populagao total de celulas hematopoieticas. Pela mesma 
razao, uma taxa alta de produgao de celulas sangumeas pode ser mantida, mesmo que a 
taxa de divisao de celulas-tronco seja baixa. Quanto menor o numero de ciclos de divisao 
ao qual as proprias celulas-tronco tern de ser submetidas ao longo do seu tempo de vida, 
menor o risco de gerar mutagoes em celulas-tronco que originariam clones de celulas mu- 
tantes persistentes no organismo - um perigo especial no sistema hematopoietico, onde, 
como discutido no Capitulo 20, um acumulo relativamente pequeno de mutagoes pode 
ser suficiente para causar cancer. Uma taxa baixa de divisoes de celulas-tronco tambem 
desacelera o processo de senescencia celular replicativa (discutido no Capitulo 17). 

A natureza gradual do comprometimento indica que o sistema hematopoietico 
pode ser visto como uma arvore genealogica hierarquica de celulas. As celulas-tronco 
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Figura 22-32 A dependencia das celulas- 
-tronco hematopoieticas do contato com 
celulas do estroma. A interagao dependente 
de contato entre o receptor Kit e seu ligante e 
um dos varios mecanismos de sinalizagao que 
presumivelmente estao envolvidos na manu- 
tengao das celulas-tronco hematopoieticas. 0 
sistema real certamente e mais complexo. Alem 
disso, a dependencia das celulas hematopoie¬ 
ticas desse contato com as celulas do estroma 
pode nao ser absoluta, visto que um pequeno 
numero de celulas-tronco funcionais pode 
ser encontrado livre na circulagao. SCF, fator 
celula-tronco (de stem-cell factor). 


multipotentes dao origem a celulas progenitoras comprometidas, que sao especificadas 
para dar origem a apenas um ou a alguns poucos tipos de celulas sangumeas. As proge- 
nitoras comprometidas dividem-se com rapidez, mas apenas um numero limitado de 
vezes antes de se diferenciarem terminalmente em celulas que nao se dividem mais e 
morrem apos varios dias ou semanas. A Figura 22-31 representa a arvore genealogica 
hematopoietica. Deve-se notar, contudo, que se acredita que possam ocorrer variagoes: 
nem todas as celulas-tronco geram os mesmos padroes de descendentes precisamente 
por meio das mesmas sequencias de etapas. 

As celulas-tronco dependem dos sinais de contato de celulas do 
estroma 

Assim como as celulas-tronco de outros tecidos, as celulas-tronco hematopoieticas de¬ 
pendem dos sinais enviados a partir de seu nicho, nesse caso originados pelo tecido co- 
nectivo especializado da medula ossea. (Esse e o local em humanos adultos; durante o 
desenvolvimento, e em mamiferos nao humanos como o camundongo, celulas-tronco 
hematopoieticas tambem podem se estabelecer em outros tecidos - sobretudo figado e 
bago.) Quando elas perdem contato com seu nicho, as celulas-tronco hematopoieticas 
tendem a perder o seu potencial de celula-tronco (Figura 22-32). Contudo, evidente- 
mente a perda desse potencial nao e absoluta ou instantanea, uma vez que as celulas- 
-tronco ainda podem sobreviver a deslocamentos ao longo da corrente sangumea para 
colonizar outros locais do organismo. 

Os fatores que regulam a hematopoiese podem ser analisados 
em cultivo 

Enquanto as celulas-tronco dependem do contato com as celulas do estroma da medula 
ossea para manutengao a longo prazo, sua progenie comprometida nao apresenta essa 
dependencia, ou pelo menos nao no mesmo grau. Essas celulas podem ser isoladas e cul- 
tivadas em uma matriz semissolida de agar ou metilcelulose diluida, e fatores retirados de 
outras celulas podem ser adicionados artificialmente ao meio. A matriz semissolida inibe 
a migragao, de modo que a progenie de cada celula precursora isolada permanece unida 
como uma colonia facilmente distinguivel. Um unico progenitor de neutrofilo comprome- 
tido, por exemplo, pode dar origem a um clone de milhares de neutrofilos. Tais sistemas 
de cultivo tern permitido a analise dos fatores que sustentam a hematopoiese e, por conse- 
guinte, sua purificagao e a exploragao de suas agoes. Essas substancias sao glicoprotemas 
e costumam ser chamadas de fatores estimuladores de colonia (CSFs, de colony-stimu¬ 
lating factors). Alguns desses fatores circulam no sangue e atuam como hormonios, en¬ 
quanto outros atuam na medula ossea, secretados como mediadores locais; outros ainda 
assumem a forma de sinais ligados a membrana que agem mediante contato celula-celula. 

Um exemplo importante desse ultimo fator e uma protema chamada de Fator Ce- 
lula-Tronco {SCF, de Stem Cell Factor). Ele e expresso tanto no estroma da medula ossea 
(onde ela ajuda a definir o nicho das celulas-tronco) como ao longo das vias de migragao, 
e pode ocorrer tanto ligado a membrana como na forma soluvel. Ele se liga ao receptor 
tirosina-cinase chamado Kit e e necessario durante o desenvolvimento para a orientagao 
e sobrevivencia nao apenas de celulas hematopoieticas, mas tambem de outros tipos de 
celulas migratorias - especificamente, celulas germinativas e celulas pigmentares. 

A eritropoiese depende do hormonio eritropoietina 

O mais bem compreendido dos CSFs que atuam como hormonios e a glicoprotema eri¬ 
tropoietina, que e produzida nos rins e regula a eritropoiese, a formagao dos eritrocitos, 
que discutiremos agora. 

O eritrocito e de longe o tipo mais comum de celula no sangue (ver Tabela 22-1). 
Quando maduro, ele esta repleto de hemoglobina e nao contem praticamente nenhu- 
ma das organelas celulares habituais. Em um eritrocito de um mamifero adulto, mesmo 
o nucleo, o reticulo endoplasmatico, as mitocondrias e os ribossomos estao ausentes, 
tendo sido expelidos da celula durante seu desenvolvimento (Figura 22-33). Portanto, o 
eritrocito nao pode crescer ou dividir-se, e tern um tempo de vida limitado - cerca de 120 
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Figura 22-33 Eritrocito em desenvolvimento (eritroblasto). A celula e mostrada expelindo seu nucleo para 
tornar-se um eritrocito imaturo (um reticulocito), que, entao, deixa a medula ossea e passa para a corrente san- 
guinea. 0 reticulocito perdera suas mitocondrias e ribossomos dentro de um ou dois dias, tornando-se um eri¬ 
trocito maduro. Os clones de eritrocitos se desenvolvem na medula ossea sobre a superffcie de um macrofago, 
que fagocita e digere os nucleos descartados pelos eritroblastos. 

dias em humanos ou 55 dias em camundongos. Os eritrocitos esgotados sao fagocitados 
e digeridos por macrofagos no figado e no bago, que removem mais de 10 11 eritrocitos se- 
nis em cada um de nos todos os dias. Os eritrocitos jovens protegem-se ativamente desse 
destino: eles tern uma protema em sua superffcie que se liga a um receptor inibidor em 
macrofagos e, assim, evita sua fagocitose. 

Uma falta de oxigenio ou escassez de eritrocitos estimula celulas especializadas no 
rim a sintetizarem e secretarem quantidades aumentadas de eritropoietina na corren¬ 
te sanguinea. A eritropoietina, por sua vez, estimula a produgao de eritrocitos. O efeito 
e rapido: a taxa de liberagao de eritrocitos novos na corrente sangumea sobe de forma 
abrupta 1 a 2 dias apos um aumento nos mveis de eritropoietina na corrente sangumea. 
Claramente, o hormonio deve agir sobre celulas que estao proximas de precursoras dos 
eritrocitos maduros. 

As celulas que respondem a eritropoietina podem ser identificadas pelo cultivo 
de celulas de medula ossea em matriz semissolida na presenga de eritropoietina. Em 
poucos dias, aparecem colonias de cerca de 60 eritrocitos, cada uma estabelecida por 
uma unica celula progenitora eritroide comprometida. Essa progenitora depende de 
eritropoietina para sua sobrevivencia, assim como para sua proliferagao. Ela ainda nao 
contem hemoglobina, e e derivada de um tipo precoce de progenitora eritroide compro¬ 
metida cujas sobrevivencia e proliferagao sao controladas por outros fatores. 




Multiplos CSFs influenciam a produgao de neutrofilos e 
macrofagos 

As duas classes de celulas especializadas em fagocitose, os neutrofilos e os macrofagos, de- 
senvolvem-se a partir de uma celula progenitora comum chamada de celula progenitora 
de granulocito/macrofago (GM). Como os outros granulocitos (eosinofilos e basofilos), os 
neutrofilos circulam no sangue apenas por poucas horas antes de migrarem para fora dos 
capilares nos tecidos conectivos ou outros locais especificos, onde sobrevivem somente por 
alguns dias. Entao, eles morrem por apoptose e sao fagocitados por macrofagos. Em con¬ 
trasts os macrofagos podem permanecer durante meses ou talvez mesmo anos fora da cor¬ 
rente sangumea, onde podem ser ativados por sinais locais para recomegar a proliferagao. 

Pelo menos sete CSFs diferentes que estimulam a formagao de colonias de neu¬ 
trofilos e macrofagos em cultivo foram definidos, e acredita-se que alguns ou todos eles 
atuem em combinagoes diferentes para regular a produgao seletiva dessas celulas in 
vivo. Esses CSFs sao sintetizados por varios tipos celulares - incluindo as celulas endo- 
teliais, os fibroblastos, os macrofagos e os linfocitos - e, caracteristicamente, sua con- 
centragao no sangue aumenta rapidamente em resposta a infecgao bacteriana em um 
tecido, aumentando, assim, o mimero de celulas fagociticas liberadas da medula ossea 
para a corrente sangumea. 

Os CSFs nao funcionam apenas sobre as celulas precursoras para promover a produ¬ 
gao de progenie diferenciada, eles tambem ativam as fungoes especializadas (como a fago¬ 
citose e a morte de celulas-alvo) das celulas diferenciadas terminalmente. Os CSFs podem 
ser artificialmente sintetizados e agora sao bastante utilizados em pacientes humanos para 
estimular a regeneragao do tecido hematopoietico e aumentar a resistencia a infecgao. 


0 comportamento de uma celula hematopoietica depende, em 
parte, do acaso 

Os CSFs sao definidos como fatores que promovem a produgao de colonias de celulas 
sangumeas diferenciadas. Contudo, que efeito, precisamente, um CSF tern sobre uma 
celula hematopoietica individual? O fator pode controlar a taxa de divisao celular ou o 
mimero de ciclos de divisao que a celula progenitora sofre antes de se diferenciar; pode 
atuar mais tarde na linhagem hematopoietica para facilitar a diferenciagao; pode agir de 
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Figura 22-34 Alguns dos parametros 
por meio dos quais a produgao de ce¬ 
lulas sangumeas de um tipo especffico 
poderia ser regulada. Estudos em cultivo 
sugerem que varios fatores estimuladores 
de colonia (CSFs) podem afetar todos es¬ 
ses aspectos da hematopoiese. 
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forma precoce para influenciar o comprometimento; ou pode simplesmente aumentar 
a probabilidade de sobrevivencia celular (Figura 22-34). Usando o monitoramento do 
destino de celulas hematopoieticas individuais isoladas em cultivo, e possivel demons- 
trar que um unico CSF, como o CSF de granulocitos/macrbfagos, pode exercer todos es¬ 
ses efeitos, embora ainda nao esteja claro quais sao mais importantes in vivo. 

Alem disso, estudos in vitro indicam que a maneira como uma celula hematopoie- 
tica se comporta se deve, em grande parte, ao acaso - provavelmente, um reflexo do “rui- 
do” no sistema de controle genetico, discutido nos Capitulos 7 e 8. Se duas celulas-irmas 
sao apanhadas imediatamente apos a divisao celular e cultivadas separadamente sob 
condigoes identicas, elas costumam dar origem a colonias que contem tipos diferentes 
de celulas sangumeas, ou aos mesmos tipos de celulas sangumeas em numero diferente. 
Assim, tanto a programagao da divisao celular quanto o processo de comprometimento 
a uma via particular de diferenciagao parecem envolver acontecimentos aleatorios no 
nivel de uma celula individual, mesmo que o comportamento do sistema multicelular 
como um todo seja regulado de maneira segura. A sequencia de restrigoes ao destino 
celular apresentada na Figura 22-31 transmite a impressao de um programa executado 
com a mesma logica e precisao de um computador. Celulas individuais podem ser mais 
variadas, peculiares e inconstantes, e, algumas vezes, podem avangar por outras vias de 
decisao a partir da celula-tronco em diregao a diferenciagao terminal. 

A regulagao da sobrevivencia celular e tao importante quanto a 
regulagao da proliferagao celular 

O comportamento-padrao das celulas hematopoieticas na ausencia de CSFs e a morte por 
apoptose (discutida no Capitulo 18), e o controle da sobrevivencia celular desempenha 
um papel central na regulagao do numero de celulas sangumeas. A intensidade da apop¬ 
tose no sistema hematopoietico dos vertebrados e enorme: por exemplo, bilhoes de neu- 
trofilos morrem dessa maneira a cada dia em um humano adulto. Na verdade, a maioria 
dos neutrofilos produzidos na medula ossea morre ali, sem jamais exercer sua fungao. Esse 
ciclo inutil de produgao e destruigao serve, provavelmente, para manter um suprimento- 
-reserva de celulas que pode ser imediatamente mobilizado para combater uma infecgao 
sempre que ela surgir, ou para ser fagocitado e digerido para reciclagem, quando tudo esta 
em ordem. Comparada a vida do organismo, a vida das celulas tern pouca importancia. 

A ocorrencia de pouca morte celular pode ser tao perigosa para a saude de um or¬ 
ganismo multicelular quanto a ocorrencia de proliferagao em excesso. Como observado 
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no Capitulo 18, mutagoes que inibem a morte celular por causarem a produgao excessiva 
do inibidor intracelular de apoptose Bcl2 estimulam o desenvolvimento de cancer em 
linfocitos B. Na verdade, a capacidade de autorrenovagao ilimitada e uma caracteristi- 
ca perigosa para qualquer celula. Muitos casos de leucemia surgem por mutagoes que 
conferem tal capacidade a celulas precursoras hematopoieticas comprometidas que 
normalmente estariam destinadas a se diferenciar e morrer apos um mimero limitado 
de ciclos de divisao. 

Resumo 

Os muitos tipos de celulas sangumeas, incluindo eritrocitos, linfocitos, granuldcitos e ma- 
crofagos, derivam todos de uma celula-tronco multipotente comum. No adulto, as celulas- 
-tronco hematopoieticas sao encontradas sobretudo na medula ossea e dependem de si- 
nais de celulas do estroma (tecido conectivo) da medula para mantersua caracteristica de 
celula-tronco. As celulas-tronco sao poucas e distantes entre si, e em geral se dividem com 
poucafrequencia para mais celulas-tronco (autorrenovagao) e varias celulas progenitoras 
comprometidas (celulas amplificadoras em transito), cada uma capaz de dar origem a 
apenas um ou a poucos tipos de celulas sangumeas. As celulas progenitoras comprometi¬ 
das se dividem consideravelmente sob a influencia de varias moleculas de proteinas sinali- 
zadoras (fatores estimuladores de colonia, ou CSFs) e, entao, se diferenciam terminalmen- 
te em celulas sangumeas maduras, que costumam morrer apos varios dias ou semanas. 

Os estudos de hematopoiese tern sido bastante auxiliados por testes in vitro nos 
quais as celulas-tronco ou as celulas progenitoras comprometidas formam colonias clo- 
nais quando cultivadas em uma matriz semissolida. A progenie de celulas-tronco parece 
fazer suas escolhas entre vias alternativas de desenvolvimento de maneira parcialmente 
aleatoria. A morte celular por apoptose, controlada pela disponibilidade de CSFs, tam- 
bem desempenha um papel central na regulagao do numero de celulas sangumeas dife- 
renciadas maduras. 

REGENERACAO E REPARO 

Como temos observado, muitos dos tecidos do corpo nao estao apenas se autorreno- 
vando, mas tambem se autorreparando, e isso ocorre em grande parte gragas as celulas- 
-tronco e aos controles de retroalimentagao que regulam seu comportamento e mantem 
a homeostase. Porem, ha limites para o que esses mecanismos naturais de reparo podem 
conseguir. Por exemplo, na maior parte do cerebro humano celulas nervosas que mor- 
rem, como na doenga de Alzheimer, nao sao substituidas. Da mesma forma, quando o 
musculo cardiaco morre por falta de oxigenio, como em um ataque cardiaco, ele e subs- 
tituido por tecido cicatricial em vez de novo musculo cardiaco. 

Alguns animais fazem muito melhor do que os humanos e podem regenerar or- 
gaos integralmente, como membros inteiros, apos amputagao. Entre os invertebrados, 
ha algumas especies que podem mesmo regenerar todos os tecidos do corpo a partir de 
uma unica celula somatica. Esses fenomenos alimentam a esperanga de que as celulas 
humanas possam ser persuadidas por medidas artificiais a realizar faganhas semelhan- 
tes de reparo e regeneragao, de modo a substituir as fibras musculares esqueleticas que 
degeneraram em vitimas de distrofia muscular, as celulas nervosas que morreram em 
pacientes com doenga de Parkinson, as celulas secretoras de insulina que faltam em dia- 
beticos do tipo 1, as celulas musculares cardiacas que morrem em um ataque cardiaco, e 
assim por diante. A medida que aprendemos mais sobre a biologia celular basica, esses 
objetivos, mesmo que apenas um sonho, estao comegando a parecer atingiveis. 

Nesta segao, vamos comegar com alguns exemplos das capacidades regenerativas 
extraordinarias de algumas especies animais, como uma indicagao do que e possivel em 
teoria. Entao, discutiremos como podemos melhorar os processos naturais de reparo do 
corpo humano e tratar a doenga explorando as propriedades de varios tipos de celulas- 
-tronco encontradas em tecidos humanos. Na segao final do capitulo, veremos como 
uma compreensao mais profunda da biologia molecular da diferenciagao celular e de 
celulas-tronco revelou maneiras de converter um tipo de celula em outro, abrindo radi- 
calmente novas possibilidades. 
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Figura 22-35 Planaria, o verme 
Schmidtea mediterranea. (A) Visao 
externa. (B) Imunomarcagao com tres an- 
ticorpos diferentes, revelando a anatomia 
interna. (A, cortesia de A. Sanchez Alvara¬ 
do; B, de A. Sanchez Alvarado, BMC Biol. 
10 : 88 , 2012 .) 



Planarias contem celulas-tronco que podem regenerar um corpo 
novo inteiro 

Schmidtea mediterranea e um pequeno verme chato de agua-doce, ou planaria , com pouco 
menos de 1 centimetro de comprimento quando cresce e atinge o tamanho maximo (Figu¬ 
ra 22-35). Ele tern uma epiderme, um intestino, um cerebro, um par de olhos primitivos, 
um sistema nervoso periferico, musculatura e orgaos excretores e reprodutivos - a maioria 
das partes basicas familiares de outros animais, embora todas relativamente simples para 
os padroes vertebrados e constituidas de cerca de 20 a 25 tipos celulares diferenciados dis- 
tintos. Por mais de um seculo, planarias como a Schmidtea tern intrigado os biologos por 
causa de sua extraordinaria capacidade de regeneragao: um pequeno fragmento de tecido 
retirado de praticamente qualquer parte do corpo e capaz de se reorganizar e crescer para 
formar um novo animal completo. Essa propriedade vem com outra: quando o animal esta 
passando fome, ele torna-se cada vez menor, reduzindo seu numero de celulas, mantendo 
essencialmente as proporgoes normais do corpo. Esse comportamento e denominado de- 
crescimento, e pode continuar ate que o animal esteja tao pequeno quanto um vigesimo ou 
ate mesmo uma fragao menor do seu tamanho real. Suprido com alimento, ele ira crescer e 
retornar ao tamanho maximo novamente. Ciclos de decrescimento e crescimento podem 
ser repetidos indefinidamente, sem prejudicar a sobrevivencia ou a fertilidade. 

Por tras desse comportamento existe um processo de renovagao celular contmua. 
Junto com as celulas diferenciadas, que nao se dividem, ha uma populagao de celulas pe- 
quenas, aparentemente indiferenciadas, se dividindo, chamadas neoblastos. Os neoblastos 
constituem cerca de 20% das celulas do organismo e sao amplamente distribuidos dentro 
dele; por divisao celular, eles servem como celulas-tronco para a produgao de novas celu¬ 
las diferenciadas. Enquanto isso, celulas diferenciadas estao morrendo continuamente por 
apoptose, permitindo que seus corpos sejam fagocitados e digeridos por celulas vizinhas. 
Por meio desse canibalismo celular, os constituintes das celulas que morrem podem ser re- 
ciclados de forma eficiente. O nascimento celular continua em um equilibrio dinamico com 
a morte celular e o canibalismo celular, nao importando se o animal esta alimentado ou se 
passa fome. Em condigoes de fome, o equilibrio e evidentemente inclinado em diregao ao 
canibalismo celular, e em condigoes de abundancia, em diregao ao nascimento celular. 

Uma dose elevada de raios X interrompe toda a divisao celular, determina uma 
parada na renovagao celular e destroi a capacidade de regeneragao. O resultado e a mor¬ 
te apos um intervalo de varias semanas. Entretanto, o animal pode ser salvo injetando- 
-se nele um unico neoblasto isolado de um doador nao submetido a irradiagao (Figura 
22-36). Em certa proporgao de casos, a celula injetada se divide para formar um clone 
de descendentes que, por fim, repovoa todo o corpo, criando um indivlduo regenerado 
saudavel, aparentemente com um conjunto completo de tipos celulares diferenciados, 
bem como neoblastos que se dividem. Marcadores geneticos comprovam que estes sao 
todos derivados do unico neoblasto que foi injetado. Resulta que pelo menos alguns 
neoblastos sao celulas-tronco totipotentes (ou ao menos altamente pluripotentes ); isto 
e, celulas capazes de dar origem a todos (ou pelo menos quase todos) os tipos celulares 
que compoem o organismo de um verme chato, incluindo mais neoblastos como eles. 
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Figura 22-36 Regeneragao de uma pla- 
naria a partir de uma unica celula so- 
matica. (A) Distribuigao das celulas que se 
dividem (neoblastos, azul) no organismo 
adulto. A irradiagao interrompe toda a di¬ 
visao celular e evita a regeneragao, porem 
(B) a injegao de um unico neoblasto nao 
submetido a irradiagao no animal irradiado 
e capaz de reconstituir todos os tecidos. 
Por fim, isso produz um animal completo 
constituido inteiramente da progenie des- 
ta celula e que pode se regenerar. (Adap- 
tada de E.M. Tanaka e P.W. Reddien, Dev. 
Cell 21:172-185, 2011.) 


Alguns vertebrados podem regenerar orgaos inteiros 

Alguem poderia pensar que tais poderes de regeneragao seriam uma prerrogativa de ani¬ 
mais pequenos, simples e primitivos. Porem, alguns vertebrados tambem mostram nota- 
veis capacidades regenerativas, sobretudo peixes e anfibios. Um tritao, por exemplo, pode 
regenerar um membro amputado inteiro. Nesse processo, celulas diferenciadas parecem 
reverter para um carater embrionario formando no coto de amputagao primeiro um blaste¬ 
ma - um broto pequeno semelhante a um broto do membro embrionario. Entao, o blaste¬ 
ma cresce e suas celulas se diferenciam para formar um substituto corretamente modelado 
para o membro que foi perdido, no que parece ser uma recapitulagao do desenvolvimento 
embrionario do membro (Figura 22-37). Uma grande contribuigao para o blastema vem 
das celulas musculares esqueleticas no coto do membro. Essas celulas multinucleadas re¬ 
entrant no ciclo celular, desdiferenciam-se e dividem-se em celulas mononucleadas, que 
depois proliferam dentro do blastema, antes de finalmente voltarem a se diferenciar. Mas 
elas voltam a se diferenciar apenas em musculo, ou se comportam como os neoblastos na 
planaria e dao origem a uma gama completa de tipos celulares necessarios para reconstruir 
a parte que falta do membro? O cuidadoso rastreamento de linhagem, utilizando marcado- 
res geneticos, mostrou (ao contrario do que se acreditava anteriormente) que as celulas sao 
restritas de acordo com as suas origens: celulas derivadas de musculo dao origem apenas 
a musculos, celulas do tecido conectivo, somente a tecidos conectivos, e celulas epidermi- 
cas, somente a celulas epidermicas. As celulas no organismo vertebrado adulto sao, afinal, 
menos adaptaveis do que as celulas do verme chato: trabalhando em conjunto, elas podem 
substituir a estrutura perdida, mas cada tipo celular esta longe de ser totipotente. 

O motivo pelo qual um tritao pode regenerar todo um membro - assim como muitas 
outras partes do corpo -, mas um mamifero nao, permanece um misterio profundo. 

As celulas-tronco podem ser usadas artificialmente para substituir 
celulas doentes ou perdidas: terapia para sangue e epiderme 

Anteriormente, neste capitulo, vimos como camundongos podem ser submetidos a radia- 
gao para matar suas celulas hematopoieticas e, entao, serem salvos por uma transfusao de 
celulas-tronco novas, as quais repovoam a medula ossea e restabelecem a produgao de 
celulas sangumeas (ver Figura 22-30). Do mesmo modo, pacientes com algumas formas 


AMPUTAgAO 



Figura 22-37 Regeneragao do membro 
do tritao. A sequencia do intervalo de 
tempo mostra os estagios de regeneragao 
apos a amputagao ao nfvel do umero. A 
sequencia abrange os eventos de cica- 
trizagao de feridas, desdiferenciagao de 
tecidos do coto, formagao do blastema e 
rediferenciagao. (Cortesia de Susan Bryant 
e David Gardiner.) 
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Figura 22-38 A produgao contfnua de neuronios em um cerebro de camundongo adulto. 0 cerebro e 
visto de cima, em um corte transversal, para mostrar a regiao que reveste os ventrfculos do prosencefalo, onde 
sao encontradas as celulas-tronco neurais. Essas celulas produzem continuamente uma progenie que migra 
para o bulbo olfatorio, onde elas se diferenciam como neuronios. A renovagao constante de neuronios no bulbo 
olfatorio provavelmente esta ligada, de alguma forma, a renovagao dos receptores olfatorios dos neuronios 
que se projetam para ele a partir do epitelio olfatorio, como ja foi mencionado. Em humanos adultos, ha uma 
renovagao contfnua de neuronios no hipocampo, uma regiao especialmente relacionada com aprendizagem e 
memoria. (Adaptada de B. Barres, Cell 97:667-670, 1999. Com permissao de Elsevier.) 


de leucemia ou linfoma podem ser submetidos a radiagao ou tratados quimicamente para 
destruir suas celulas cancerosas junto com o restante de seu tecido hematopoietico, e de- 
pois podem ser resgatados mediante transfusao de celulas-tronco hematopoieticas sauda- 
veis e nao cancerosas. Em casos favoraveis, estas podem ser selecionadas a partir de amos- 
tras de tecido hematopoietico do proprio paciente, antes de ser submetido a radiagao. Elas 
sao, entao, transfundidas de volta mais tarde, evitando problemas de rejeigao imunologica. 

Outro exemplo de uso de celulas-tronco e no reparo da pele apos queimaduras 
extensas. Por meio do cultivo de celulas de regioes nao lesionadas da pele de um pa¬ 
ciente queimado, e possivel obter celulas-tronco epidermicas rapidamente e em grande 
numero. Elas podem ser utilizadas depois (por meio de procedimentos bastante longos 
e complicados) para repovoar a superficie corporal lesionada. 


As celulas-tronco neurais podem ser manipuladas em cultivo e 
utilizadas par a repovoar o sistema nervoso central 

O sistema nervoso central (SNC) e o tecido mais complexo no organismo, em um extremo 
oposto da epiderme. Mesmo assim, peixes e anfibios podem regenerar grandes partes do 
cerebro, da medula espinal e dos olhos depois de terem sido cortadas. No entanto, em 
mamiferos adultos, esses tecidos tern muito pouca capacidade de autorreparagao, e celu¬ 
las-tronco capazes de gerar novos neuronios sao dificeis de serem encontradas - na ver- 
dade, tao dificeis de encontrar que, por muitos anos, pensou-se que elas nao existissem. 

Contudo, agora sabemos que as celulas-tronco neurais que originam tanto neuro¬ 
nios como celulas da glia persistem em certas partes do cerebro marmfero adulto (Figura 
22-38). A renovagao neuronal ocorre em uma escala dramatica em cerebros de certos 
passaros canoros, nos quais muitos neuronios morrem a cada ano e sao substituidos por 
neuronios recem-produzidos como parte de um processo pelo qual os passaros refinam 
seu canto para cada estagao reprodutiva. No cerebro humano adulto, ha uma renovagao 
continua de neuronios no hipocampo, uma regiao especialmente relacionada com apren¬ 
dizagem e memoria. Aqui, a plasticidade da fungao no adulto esta associada a renovagao 
de um subgrupo especifico de neuronios. Em torno de 1.400 neuronios novos nessa classe 
sao gerados a cada dia, resultando em uma renovagao de 1,75% da populagao por ano. 

Fragmentos selecionados a partir de regioes de autorrenovagao do cerebro adulto ou 
do cerebro de um feto podem ser dissociados e usados para estabelecer culturas celulares, 
onde elas dao origem a “neurosferas” flutuantes - grupos que consistem em uma mistura de 
celulas-tronco neurais com neuronios e celulas da glia derivados das celulas-tronco. Essas 
neurosferas podem ser propagadas por muitas geragoes celulares, ou suas celulas podem 
ser coletadas a qualquer tempo e implantadas de volta no cerebro de um animal normal. Ai 
elas produzirao uma progenie diferenciada, na forma de neuronios e celulas da glia. 

Utilizando condigoes de cultivo levemente diferentes, com as combinagoes adequa- 
das de fatores de crescimento no meio, as celulas-tronco neurais podem ser cultivadas como 
uma monocamada e induzidas a proliferar como uma populagao quase pura de celulas- 
-tronco sem uma progenie diferenciada concomitante. A partir de uma modificagao adicio- 
nal nas condigoes de cultivo, essas celulas podem ser induzidas a qualquer momento a se di- 
ferenciar para originar tanto uma mistura de neuronios como celulas da glia (Figura 22-39), 
ou apenas um desses dois tipos celulares, de acordo com a composigao do meio de cultivo. 

Celulas-tronco neurais, sejam elas derivadas como recem-descrito ou a partir de 
celulas-tronco pluripotentes, como detalhado na proxima segao, podem ser enxertadas 
em um cerebro adulto. Uma vez la, elas mostram uma capacidade notavel de ajustar seu 
comportamento para condizer com a sua nova localizagao. Por exemplo, as celulas-tron¬ 
co do hipocampo do camundongo, quando implantadas na via precursora do bulbo ol¬ 
fatorio (ver Figura 22-38), originam neuronios que se incorporam corretamente ao bulbo 
olfatorio. Tal capacidade das celulas-tronco neurais e de sua progenie de se adaptarem 
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ao novo ambiente em animais sugere aplicagoes no tratamento para doengas em que os 
neuronios degeneram e para lesoes do sistema nervoso central. Por exemplo, seria possi- 
vel a utilizagao de celulas-tronco neurais injetadas para substituir os neuronios que mor- 
rem na doenga de Parkinson ou para reparar os acidentes que rompem a medula espinal? 

Resumo 

Os animais variam quanto a sua capacidade de regeneragao. Em um extremo, a plana- 
ria (um verme) contem celulas-tronco (neoblastos) que mantem a renovagao continua de 
todos os tipos de celulas , e um verme completo pode ser regenerado de praticamente qual- 
quer pequeno fragmento do corpo ou mesmo de um unico neoblasto. Tritoes podem rege- 
nerar membros e outras partes grandes do corpo apos amputagao, mas as celulas perma- 
necem restritas de acordo com as suas origens: celulas musculares no regenerado derivam 
de musculos, epiderme da epiderme, e assim por diante. Em mamiferos, a regeneragao e 
mais limitada. No entanto, esta se tornando possivel ir alem dos limites naturais de cica- 
trizagao deferidas por meio da exploragao da biologia das celulas-tronco. Assim, certas 
regioes do sistema nervoso contem celulas-tronco que mantem a produgao de neuronios 
nesses locais ao longo da vida. As celulas-tronco neurais podem ser obtidas a partir desses 
locais ou de cerebros fetais, crescidas em cultivo e depois enxertadas em outros locais no 
cerebro, onde elas sao capazes degerar neuronios apropriados a nova localizagao. 

REPROGRAMACAO CELULAR E CELULAS-TRONCO 
PLURIPOTENTES 

Quando celulas sao transplantadas de um lugar do organismo de um maimfero para 
outro, ou sao removidas do corpo e mantidas em cultivo, elas permanecem, em grande 
parte, fieis as suas origens. Cada tipo de celula especializada tern uma memoria de sua 
historia de desenvolvimento e parece fixada em seu destino especializado. Certamente, 
algumas transformagoes limitadas podem ocorrer, como vimos em nossa descrigao da 
familia de celulas do tecido conectivo, e algumas celulas-tronco podem produzir umava- 
riedade de tipos celulares diferenciados, mas as possibilidades sao restritas. Cada tipo de 
celula-tronco serve para a renovagao de um tipo particular de tecido, e o padrao completo 
de autorrenovagao e de celulas diferenciadas no organismo adulto e surpreendentemente 
estavel. Em um nivel molecular fundamental, qual e a natureza dessas diferengas estaveis 
entre os tipos celulares? Existe algum modo de ultrapassar os mecanismos de memoria 
celular e forgar uma troca de um estado para outro que seja radicalmente diferente? 

Ja discutimos essas questoes fundamentais a partir de um ponto de vista geral no 
Capitulo 7. Aqui vamos considera-las mais de perto no contexto da biologia das celulas- 
-tronco, onde tern havido uma recente revolugao em nossa compreensao e capacidade 
de manipular estados de diferenciagao celular. Com mais pesquisas, parece que esses 
avangos terao consequencias praticas importantes. 


Figura 22-39 Celulas-tronco neu¬ 
rais. Estao mostradas as etapas que levam 
do tecido cerebral fetal, via neurosferas 
(A), ate uma cultura pura de celulas-tronco 
neurais (B). Tais celulas-tronco podem ser 
mantidas em proliferagao dessa forma in- 
definidamente, ou, mediante alteragao do 
meio, podem ser levadas a se diferencia- 
rem (C) em neuronios ( vermelho ) e celulas 
da glia {verde). Celulas-tronco neurais 
com as mesmas propriedades podem ser 
derivadas tambem, ao longo de uma serie 
de etapas semelhantes, de celulas-tronco 
embrionarias (celulas ES, de embryonic 
stem cells) ou celulas-tronco pluripotentes 
induzidas (celulas iPS, de inducedpluri- 
potentstem cells), conforme discutido 
adiante neste capitulo. (Fotomicrografias 
de L. Conti et al., PLoS Biol. 3:1594-1606, 
2005.) 
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Nucleos podem ser reprogramados por transferencia (ou 
transplante) para dentro de um citoplasma alheio 

Se nao podemos alterar o carater fundamental de uma celula especializada mudando seu 
ambiente, poderiamos faze-lo interferindo com o seu funcionamento interno de uma for¬ 
ma mais direta e drastica? Um tratamento extremo desse tipo e tomar o nucleo de uma 
celula e transplanta-lo para dentro do citoplasma de uma grande celula de um tipo dife- 
rente. Se o carater especializado e definido e mantido por fatores citoplasmaticos, o nucleo 
transferido deve mudar seu padrao de expressao genica para se adaptar com o da celula 
hospedeira. No Capitulo 7, descrevemos um experimento famoso desse tipo, usando a ra 
Xenopus. Nesse experimento, o nucleo de uma celula diferenciada (uma celula do revesti- 
mento do intestino do girino) foi usado para substituir o nucleo de um ovocito (uma pre- 
cursora da celula-ovo detida na profase da primeira divisao meiotica, preparada para a 
fertilizagao). A celula hibrida resultante, em certa proporgao dos casos, passou a se desen- 
volver em uma ra completa normal (ver Figura 7-2A). Essa evidencia foi crucial para o que 
e agora um principio central da biologia do desenvolvimento: o nucleo da celula, mesmo 
que de uma celula diferenciada, contem um genoma completo, capaz de dar suporte ao 
desenvolvimento de todos os tipos celulares normais. Ao mesmo tempo, o experimento 
mostrou que fatores citoplasmaticos podem de fato reprogramar o nucleo: o citoplasma do 
ovocito pode conduzir o nucleo da celula do intestino de volta a um estado embrionario 
precoce, a partir do qual ele pode entao passar pelas mudangas nos padroes de expressao 
de genes que levam inteiramente a formagao de um organismo adulto completo. 

Contudo, a historia completa nao e tao simples. Primeiro, a reprogramagao em tais 
experimentos nao e perfeita. Por exemplo, quando o nucleo transferido e selecionado a 
partir de uma celula do intestino, um gene normalmente especifico para o intestino pas- 
sa a ser expresso persistentemente, mesmo nas celulas musculares do animal definitivo. 
Segundo, o experimento e bem-sucedido apenas em uma proporgao limitada dos casos, 
e essa taxa de sucesso torna-se cada vez menor quanto mais maduro for o animal do qual 
o nucleo transferido e coletado: se o nucleo vem de uma celula diferenciada de uma ra 
adulta, um numero muito grande de transferences precisa ser feito para se registrar um 
unico sucesso. 

A transferencia nuclear tambem pode ser feita em mamiferos, basicamente com 
resultados semelhantes. Dessa maneira, um nucleo tornado de uma celula diferenciada 
na glandula mamaria de uma ovelha adulta e transferido para dentro de um ovocito enu- 
cleado de ovelha foi capaz de suportar o desenvolvimento de uma ovelha aparentemente 
normal - a famosa Dolly. Mais uma vez, a taxa de sucesso e baixa: muitas transferences 
tern de ser feitas para se obter um individuo desses. 

A reprogramagao de um nucleo transferido envolve mudangas 
epigeneticas drasticas 

Em uma tipica celula totalmente diferenciada, parece haver mecanismos mantendo o pa¬ 
drao de expressao genica que os fatores citoplasmaticos nao podem ultrapassar facilmen- 
te. Uma possibilidade obvia e que a estabilidade do padrao de expressao de genes na ce¬ 
lula adulta pode depender, pelo menos em parte, de modificagoes na autoperpetuagao da 
cromatina, como discutido no Capitulo 4. Como foi explicado no Capitulo 7, o fenomeno 
de inativagao do cromossomo X em mamiferos fornece um exemplo claro de tal controle 
epigenetico. Existem dois cromossomos X, lado a lado, em cada celula feminina, expostos 
ao mesmo ambiente quimico, mas enquanto um permanece ativo, o outro permanece de 
uma geragao celular para a proxima em um estado inativo condensado; os fatores cito¬ 
plasmaticos nao podem ser responsaveis pela diferenga, que, ao contrario, deve refletir 
mecanismos intrinsecos do proprio cromossomo. Tambem em outras partes do genoma, 
controles ao nivel da cromatina atuam em combinagao com outras formas de regulagao 
para determinar a expressao de cada gene. Os genes podem ser desligados completamen- 
te, ou ligados de forma constitutiva, ou mantidos em um estado instavel no qual podem 
ser facilmente ligados ou desligados de acordo com a evolugao das circunstancias. 

A reprogramagao de um nucleo transferido para dentro de um ovocito envolve 
mudangas dramaticas na cromatina. O nucleo se dilata, aumentando seu volume em 
50 vezes enquanto os cromossomos descondensam; ha uma alteragao indiscriminada 
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nos padroes de metilagao do DNA e histonas; a histona HI padrao (a histona que liga 
nucleossomos adjacentes) e substituida por uma forma variante que e caracteristica ao 
ovocito e ao embriao precoce; e o tipo de histona H3 preexistente tambem e substituido 
em muitos locais por uma isoforma diferente. Evidentemente, o ovo contem fatores que 
redefinem o estado da cromatina no rnicleo, acabando com as modificagoes das histo¬ 
nas velhas sobre a cromatina e impondo novas. Reprogramado dessa forma, o genoma 
torna-se competente mais uma vez para iniciar o desenvolvimento embrionario e dar 
origem a uma gama completa de tipos celulares diferenciados. 

As celulas-tronco embrionarias (ES) podem produzir qualquer 
parte do corpo 

Um ovo fertilizado, ou uma celula equivalente produzida por transference nuclear, e 
algo notavel: ele pode produzir um novo individuo multicelular completo, ou seja, pode 
dar origem a todos os tipos de celulas especializadas normais, incluindo ate mesmo 
ovocitos ou celulas espermaticas para produgao da proxima geragao. Uma celula em tal 
estado e considerada totipotente, e e considerada pluripotente se puder dar origem a 
maioria dos tipos celulares mas nao absolutamente a todos. Mesmo assim, tal progeni- 
tora nao e uma celula-tronco: ela nao esta se autorrenovando; em vez disso, esta dedi- 
cada a um programa de diferenciagao progressiva. Se ela fosse o unico ponto de partida 
dispomvel para o estudo e a exploragao de celulas pluripotentes, a iniciativa exigiria um 
fornecimento continuo de ovos fertilizados novos ou de procedimentos de transference 
nuclear novos - um requisito dificil para estudos em animais de experimentagao e ina- 
ceitavel para aplicagoes praticas em humanos. 

Aqui, no entanto, a natureza tern sido inesperadamente gentil com os cientistas. 
E possivel coletar um embriao precoce de camundongo no estagio de blastocisto e, me- 
diante cultivo celular, originar a partir dele uma classe de celulas-tronco chamadas de 
celulas-tronco embrionarias, ou celulas ES (de embryonic stem cells). Elas se originam 
a partir da massa celular interna do embriao precoce (o aglomerado de celulas que dao 
origem ao corpo do embriao propriamente dito, em oposigao as estruturas extraembrio- 
narias) e tern uma propriedade extraordinaria: fornecidas as condigoes de cultivo ade- 
quadas, elas continuarao proliferando indefinidamente e ainda mantem um potencial 
de desenvolvimento irrestrito. Sua unica limitagao e que elas nao dao origem a tecidos 
extraembrionarios como aqueles da placenta. Assim, elas sao classificadas como pluripo¬ 
tentes, em vez de totipotentes. Mas essa e uma restrigao menor. Se as celulas ES sao colo- 
cadas de volta em um blastocisto, elas se incorporam ao embriao e podem originar todos 
os tecidos e tipos celulares do organismo, integrando-se perfeitamente em qualquer lugar 
que possam vir a ocupar e adotando a caracteristica e o comportamento que as celulas 
normais apresentariam nesse local. Elas podem ainda dar origem a celulas germinativas, 
a partir das quais uma nova geragao de animais pode ser derivada (Figura 22-40). 

As celulas ES permitem nos movermos entre o cultivo celular, onde podemos utilizar 
tecnicas poderosas para transformagao e selegao genetica, e o organismo intacto, onde po¬ 
demos descobrir como tais manipulagbes geneticas afetam o desenvolvimento e a fisiologia. 
Assim, as celulas ES abriram o caminho para a engenharia genetica eficiente em mamiferos, 
levando a uma revolugao em nossa compreensao da biologia molecular dos mamiferos. 

Celulas com propriedades semelhantes aquelas de celulas ES de camundongos ago¬ 
ra podem ser produzidas a partir de embrioes humanos precoces e de celulas germinativas 


Figura 22-40 Produgao e pluripotencia 
das celulas ES. As celulas ES sao deriva- 
das da massa celular interna (ICM, de in¬ 
ner cell mass) do embriao precoce. As ce¬ 
lulas ICM sao transferidas para uma placa 
de cultivo contendo um meio apropriado, 
onde elas se convertem em celulas ES e 
podem ser mantidas proliferando indefini¬ 
damente sem se diferenciar. As celulas ES 
podem ser selecionadas a qualquer mo- 
mento - apos a manipulagao genetica, se 
desejado - e injetadas de volta na massa 
celular interna de outro embriao precoce. 
Ai elas tomam parte na formagao de um 
animal quimerico bem formado que e uma 
mistura de celulas normais e derivadas de 
ES. As celulas derivadas de celulas ES po¬ 
dem se diferenciar em qualquer dos tipos 
celulares do organismo, incluindo celulas 
germinativas das quais uma nova geragao 
de camundongos pode ser produzida. Es- 
sas descendentes da geragao seguinte nao 
sao mais quimericas, mas consistem em 
celulas em que todas herdam a metade 
dos seus genes da linhagem de celulas ES 
cultivadas. 


Celulas da massa celular interna 



r? 


Celulas ES cultivadas 


Embriao precoce 
(blastocisto) 


Aglomerado de celulas Celulas ES incorporam-se na 
ES injetado dentro do massa celular interna do 
blastocisto receptor blastocisto hospedeiro 




Em uma femea receptora, o 
blastocisto se desenvolve como 
um camundongo quimerico 
saudavel; as celulas ES podem 
contribuir para qualquer tecido 
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Figura 22-41 Reprogramando fibro- 
blastos com os fatores OSKM para se 
tornarem celulas iPS. Conforme indica- 
do, as principals proteinas reguladoras de 
genes, 0ct4, Sox2 e Klf4 (OSK), induzem 
tanto a sua propria sintese como a sintese 
de cada uma das outras (.sombreamento 
cinza). Isso gera um ciclo de retroalimen- 
tagao ( feedback ) autossustentavel que 
ajuda a manter as celulas em um estado 
semelhante a celula-tronco embrionaria, 
mesmo depois de todos os iniciadores 
OSKM, adicionados experimentalmente, 
terem sido removidos. A superexpres- 
sao de Myc acelera as fases iniciais do 
processo de reprogramagao por meio 
dos mecanismos mostrados (ver Figura 
17-61). A reprogramagao estavel tambem 
envolve a expressao induzida de forma 
permanente do gene Nanog, que produz 
um regulador de transcrigao adicional im- 
portante. (Adaptada de J. Kim et al., Cell 
132:1049-1061, 2008.) 


fetais humanas, e ate mesmo, como explicaremos adiante, de celulas diferenciadas obti- 
das de tecidos maimferos adultos. Dessa forma, pode-se obter uma fonte potencialmente 
inesgotavel de celulas pluripotentes. Crescidas em cultura, elas podem ser manipuladas, 
mediante escolha apropriada de condigoes de cultivo, para dar origem a grandes quanti- 
dades de quase qualquer tipo de celula diferenciada, abrindo o caminho para aplicagoes 
praticas importantes. No entanto, antes de discuti-las, consideraremos a biologia basica. 

Um conjunto central de reguladores da transcrigao define e 
mantem o estado de celula ES 

O que e que da as celulas ES e tipos relacionados de celulas-tronco pluripotentes as suas 
capacidades extraordinarias? O que elas podem nos dizer sobre os mecanismos funda¬ 
mental que sustentam a capacidade de celula-tronco, diferenciagao celular e a estabili- 
dade do estado diferenciado? 

Para alguns atributos, a resposta e simples. Por exemplo, uma caracteristica basica 
das celulas ES e que elas devem evitar senescencia. Como discutido no Capitulo 17, esse 
e o destino de fibroblastos e muitos outros tipos de celulas somaticas: elas sao limitadas 
no numero de vezes que irao dividir, em parte ao menos porque lhes falta a atividade de 
telomerase, resultando que seus telomeros sejam progressivamente encurtados em cada 
ciclo de divisao, levando por fim a suspensao do ciclo celular. Em contraste, as celulas ES 
expressam niveis elevados de telomerase ativa, permitindo-lhes escapar da senescencia e 
continuar se dividindo indefinidamente. Essa e uma propriedade partilhada com outros 
tipos mais especializados de celulas-tronco, como aqueles do intestino adulto, que, de 
modo semelhante, podem continuar a se dividir por centenas ou milhares de ciclos. 

O problema mais profundo e explicar como todo o complexo padrao de expressao 
genica em uma celula ES e organizado e mantido. Como um primeiro passo, pode-se 
olhar para genes expressos especificamente em celulas ES ou nas celulas pluripotentes 
correspondentes do embriao precoce. Essa abordagem identifica um numero relativa- 
mente pequeno de candidates a genes criticos para celulas ES; isto e, genes que parecem 
ser essenciais de uma forma ou de outra para o carater peculiar das celulas ES. Um gene 
chamado Oct4 e expresso exclusivamente em celulas ES e em tipos relacionados de celulas 
no organismo intacto - especificamente, na linhagem de celulas germinativas e na massa 
celular interna e suas precursoras. Oct4 codifica um regulador de transcrigao. Quando ele 
e perdido em celulas ES, elas perdem seu carater de celula ES; e, quando ele e perdido em 
um embriao, as celulas que deveriam se especializar como massa celular interna sao des- 
viadas para uma via de diferenciagao extraembrionaria e seu desenvolvimento e abortado. 

Os fibroblastos podem ser reprogramados para criar celulas- 
tronco pluripotentes induzidas (celulas iPS) 

No Capitulo 7, vimos que os fibroblastos e alguns outros tipos de celula podem ser con- 
duzidos a mudar seu carater e se diferenciar como celulas musculares caso o principal 
regulador de transcrigao especifico do musculo MyoD seja expresso nelas artificialmen- 
te. A mesma tecnica poderia ser utilizada para converter tipos celulares adultos em ce¬ 
lulas ES, mediante expressao forgada de fatores como o Oct4? Essa questao foi abordada 
pela transfecgao de fibroblastos com vetores retrovirais transportando genes que se po¬ 
deria esperar que tivessem esse efeito. Um total de 24 candidates a genes criticos para 
celulas ES foram testados dessa maneira. Nenhum deles foi capaz por si so de provocar 
a conversao; mas em certas combinagoes poderiam faze-lo. Em 2006, os primeiros expe- 
rimentos com descobertas importantes reduziram a exigencia para um conjunto central 
de quatro fatores, todos eles reguladores de transcrigao: Oct4, Sox2, Klf4 e Myc, conhe- 
cidos como os fatores OSKM, para facilitar. Quando coexpressos, estes poderiam repro- 
gramar fibroblastos de camundongo, convertendo-os de modo permanente em celulas 
rigorosamente semelhantes as celulas ES (Figura 22-41). Celulas semelhantes as celulas 
ES produzidas dessa maneira sao chamadas de celulas-tronco pluripotentes induzi¬ 
das, ou celulas iPS (de induced pluripotent stem cells). Da mesma forma que as celulas 
ES, as celulas iPS podem continuar se dividindo indefinidamente em cultivo, e quando 
incorporadas em um blastocisto de camundongo elas podem participar da criagao de 
um animal quimerico perfeitamente formado. Nesse animal, elas podem contribuir para 
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o desenvolvimento de qualquer tecido e podem se transformar em qualquer tipo celular 
diferenciado, incluindo celulas germinativas funcionais a partir das quais uma nova ge- 
ragao de camundongos pode ser originada (ver Figura 22-40). 

As celulas iPS podem agora ser obtidas de celulas humanas adultas e de varios ou- 
tros tipos de celulas diferenciadas alem dos fibroblastos. Numerosos metodos podem ser 
utilizados para direcionar a expressao dos fatores transformantes OSKM, incluindo meto¬ 
dos que nao deixam nenhum vestigio do DNA estranho na celula reprogramada. Variagoes 
do coquetel original de reguladores de transcrigao podem dirigir a conversao, com dife- 
rentes tipos celulares especializados tendo exigencias um pouco diferentes. Por exemplo, a 
superexpressao de Myc acaba nao sendo absolutamente necessaria, embora ela aumente a 
eficiencia do processo. E tipos celulares diferenciados podem expressar alguns dos fatores 
necessarios como parte de seu fenotipo normal. Por exemplo, as celulas da papila dermica 
do foliculo piloso ja expressam Sox2, Klf4 e Myc; para converte-las em celulas iPS, e sufi- 
ciente forga-las a expressar Oct4 artificialmente. Na verdade, o Oct4 parece ter um papel 
central e ser, em geral, indispensavel para a criagao de celulas iPS. 


A reprogramagao envolve uma enorme perturbagao do sistema 
de controle de genes 


Converter uma celula diferenciada em uma celula iPS nao e como ligar rapidamente o 
interruptor de alguma parte de uma maquina previsivel e precisamente projetada. Ape- 
nas algumas das celulas que recebem os fatores OSKM de fato se tornarao celulas iPS - 1 
em varios milhares nos experimentos originais, e ainda apenas uma pequena minoria 
com as tecnicas aprimoradas mais recentes. Na verdade, o sucesso dos experimentos ori¬ 
ginais dependia de selegao habil para escolher aquelas poucas celulas onde a conversao 
tinha ocorrido (Figura 22-42). 

A conversao para um carater iPS pelos fatores OSKM nao e somente ineficiente, 
mas tambem lenta: os fibroblastos levam dez dias ou mais a partir da introdugao dos 
fatores de conversao antes de comegarem a expressar os marcadores do estado iPS. Isso 
sugere que a transformagao envolve uma longa cascata de alteragoes. Tais alteragoes 
estao sendo bastante estudadas, e elas afetam tanto a expressao de genes individuais 
quanto o estado da cromatina. Os resultados de um desses estudos estao delineados 
na Figura 22-43. O processo inicia-se com a proliferagao celular induzida por Myc e o 
afrouxamento da estrutura da cromatina, que promove a ligagao dos outros tres regu¬ 
ladores principais a muitas centenas de locais diferentes no genoma. Em uma grande 
proporgao desses locais, Oct4, Sox2 e Klf4 se ligam todos em combinagao. Os locais de 
ligagao incluem os proprios genes endogenos Oct4, Sox2 e Klf4, o que, por fim, cria os 
tipos de ciclos de retroalimentagao (feedback ) positiva que acabamos de descrever e que 
faz a expressao desses genes autossustentavel (ver Figura 22-41). Mas a autoindugao de 
Oct4, Sox2 e Klf4 e apenas uma pequena parte da transformagao que ocorre. Os tres fa¬ 
tores centrais ativam alguns genes-alvo e reprimem outros, produzindo uma cascata de 
efeitos que reorganiza o sistema de controle de genes globalmente e em todos os niveis, 
alterando os padroes de modificagao de histonas, metilagao do DNA e compactagao da 
cromatina, bem como a expressao de inumeras protemas e RNAs nao codificadores. No 
final desse processo complexo, a celula iPS resultante ja nao e dependente dos fatores 
gerados artificialmente que provocaram a mudanga: ela se estabeleceu em um estado 
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Figura 22-42 Uma estrategia utilizada 
para selecionar celulas que tenham 
se convertido ao carater iPS. 0 expe¬ 
riment faz uso de um gene ( Fbxl5 ) que 
esta presente em todas as celulas, mas 
em geral e expresso apenas em celulas ES 
e celulas embrionarias precoces (embora 
nao seja necessario para sua sobreviven- 
cia). Uma linhagem celular de fibroblasto e 
modificada geneticamente para conter um 
gene que produz uma enzima que degra- 
da G418 sob o controle da sequencia re- 
guladora Fbxl5. 0 G418 e um antibiotico 
aminoglicosfdeo que bloqueia a sfntese 
proteica tanto em bacterias como em 
celulas eucarioticas. Quando os fatores 
OSKM sao expressos artificialmente nessa 
linhagem celular, uma proporgao pequena 
dessas celulas sofre uma mudanga de 
estado e ativa a sequencia reguladora 
Fbx15, conduzindo a expressao do gene 
de resistencia a G418. Quando o G418 e 
adicionado ao meio de cultivo, elas sao 
as unicas celulas que sobrevivem e proli- 
feram. Quando testadas, elas revelam ter 
um carater iPS. 
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Figura 22-43 Um resumo de alguns 
dos principals eventos que acompa- 
nham a reprogramagao de fibroblastos 
de camundongo para celulas iPS. Ao 

separar as celulas em varios momentos 
apos a indugao com OSKM mostrada, 
e possfvel realizar analises bioquimicas 
detalhadas sobre as diferentes populates 
celulares mostradas. Isso levou a desco- 
berta de que sao induzidas duas ondas 
principals de transcrigao de genes, sendo 
que a segunda onda ocorre somente 
no subgrupo de celulas que expressam 
uma proteina marcadora embrionaria. 
Verificou-se que cerca de 1.500 genes sao 
expressos diferencialmente nessas celulas, 
em comparagao com a grande maioria 
das celulas que nao conseguem progredir 
em diregao as celulas iPS. Como indicado, 
grandes mudangas de metilagao do DNA 
sao observadas apenas apos a alteragao de 
estruturas da cromatina. 

Na primeira onda de transcrigao, en- 
tre os genes destacadamente induzidos es- 
tao aqueles para proliferagao celular, me- 
tabolismo e organizagao de citoesqueleto; 
em contraste, os genes associados com o 
desenvolvimento de fibroblastos sao repri- 
midos. Na segunda onda de transcrigao, 
genes necessarios para o desenvolvimen¬ 
to embrionario e para manutengao de 
celulas-tronco sao induzidos. (Adaptada 
deJ.M. Polo etal., Cell 151:1617-1632, 
2012 .) 
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estavel e autossustentavel de expressao genica coordenada, produzindo seus proprios 
fatores Oct4 ; Sox2, Klf4 e Myc (e todos outros ingredientes essenciais de uma celula-tron- 
co pluripotente) a partir de suas proprias copias dos genes endogenos. 

Uma manipulagao experimental de fatores que modificam a 
cromatina pode aumentar a eficiencia da reprogramagao 

A eficiencia baixa e a taxa de conversao lenta sugerem que ha alguma barreira blo- 
queando a mudanga do estado diferenciado para o estado iPS nesses experimentos e 
que a superagao dessa barreira e um processo dificil que envolve um grande componen- 
te do acaso. Da mesma forma, o resultado e variavel, com diferengas significativas entre 
as linhagens individuais de celulas transformadas que sao geradas, mesmo quando as 
celulas diferenciadas iniciais sao genetica e fenotipicamente identicas. Apenas algumas 
das candidatas a linhagens iPS passam em todos os testes de pluripotencia. Em nivel mo¬ 
lecular, existem diferengas mesmo entre as celulas iPS totalmente validadas: embora elas 
partilhem muitas caracteristicas, elas variam em detalhes de seus padroes de expressao 
de genes e, por exemplo, nos seus padroes de metilagao do DNA. 

Superar tais dificuldades sera fundamental para melhorar nossa compreensao de 
como a especializagao celular e controlada e organizada em organismos multicelula- 
res; isso tambem deve facilitar muitos avangos medicos. Assim, o processo de reprogra¬ 
magao tern sido intensivamente pesquisado. Uma abordagem visa a obtengao de uma 
imagem muito mais clara do papel que as estruturas da cromatina desempenham na 
regulagao genica em eucariotos. 

Com base em nossa discussao sobre transferencia nuclear, poder-se-ia esperar que 
qualquer reprogramagao de uma celula diferenciada exigisse uma mudanga radical e 
generalizada na estrutura da cromatina dos genes selecionados. Nao apenas tais alte- 
ragoes sao observadas, mas um grande mimero de experimentos diferentes revela que 
a eficiencia do processo de reprogramagao pode ser substancialmente aumentada pela 
alteragao da atividade de protemas que afetam a estrutura da cromatina. A Figura 22-44 
categoriza alguns dos fatores que se mostraram capazes de melhorar a transformagao 
de fibroblastos para celulas iPS; aqueles nas tres primeiras linhas - remodeladores de 
cromatina, enzimas que modificam histonas e variantes de histonas - sao especialmente 
bem conhecidos por seus efeitos profundos sobre a organizagao dos nucleossomos na 
cromatina (discutido no Capitulo 4). 

Podemos nos deter apenas brevemente aqui sobre as enormes quantidades de da¬ 
dos que foram se acumulando nesta area de pesquisa estimulante. O grande desafio que 
permanece e obter um modelo em nivel de sistemas para o complexo conjunto de altera- 
goes bioquimicas que estao envolvidas na reprogramagao. Por exemplo, quais mudangas 
da cromatina vem em primeiro lugar e quais as sucedem? Como elas podem ser acio- 
nadas pelos principais reguladores de transcrigao a partir da sua ligagao a sequencias 
especificas de DNA, e por que muitas celulas em uma populagao parecem resistentes a 
esses efeitos? 
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Celulas ES e 

iPS podem ser orientadas a gerar tipos celulares 


adultos especificos e ate mesmo orgaos inteiros 

Podemos pensar no desenvolvimento embrionario em termos de uma serie de escolhas 
apresentadas as celulas enquanto elas seguem um caminho que leva desde o ovo fertili- 
zado ate a diferenciagao terminal. Depois de sua longa permanencia em cultivo, as celu¬ 
las ES ou celulas iPS e sua progenie ainda podem decifrar os sinais em cada ramificagao 
desse caminho e responder da forma como as celulas embrionarias normais o fariam. 
No entanto, se as celulas ES ou iPS sao implantadas diretamente em um embriao em 
um estagio posterior, ou em um tecido adulto, elas nao conseguem receber a sequencia 
apropriada de sinais; sua diferenciagao, entao, nao e controlada adequadamente, e elas, 
muitas vezes, dao origem a um tumor do tipo conhecido como teratoma, que contem 
uma mistura de tipos celulares inapropriados ao local no corpo. 

Em cultivo, expondo as celulas ES ou iPS a uma sequencia adequada de protemas 
sinalizadoras e fatores de crescimento, liberados nos momentos certos, e possivel guiar a 
celula ao longo de uma via que se aproxima da via normal de desenvolvimento, de modo 
a converte-la em um dos tipos padrao de celulas adultas especializadas (Figura 22-45 e 
Animagao 22.5). O sucesso depende de tentativa e erro, mas ja foi alcangado para muitos 
estados especializados finais diferentes, incluindo os tipos celulares neuronal, muscular 
e intestinal. Em alguns casos ainda, mediante manipulagao cuidadosa das condigoes de 
cultivo, tern sido possivel obter celulas ES ou iPS para interagir umas com as outras de 
modo a construir um orgao inteiro, embora em pequena escala (Figura 22-46). 


Figura 22-44 Fatores que foram obser- 
vados por aumentar a eficiencia da re- 
programagao. Aqui sao enfatizados aque- 
les fatores que podem alterar estados da 
cromatina, com aqueles nas tres primeiras 
linhas tendo os efeitos mais diretos. Uma 
seta para cima sugere que a reprograma- 
gao e aumentada quando a atividade do 
fator indicado e aumentada; uma seta 
para baixo mostra que a reprogramagao 
e aumentada quando a atividade do fator 
indicado e diminuida. Assim, por exemplo, 
o aumento da atividade de histona acetil- 
transferases e o aumento da atividade de 
histona desacetilases tern efeitos opostos, 
como esperado a partir das suas atividades 
bioquimicas (ver p. 196). 


Figura 22-45 Produgao de celulas di- 
ferenciadas a partir de celulas ES ou 
iPS em cultivo. Essas celulas podem ser 
cultivadas indefinidamente como celulas 
pluripotentes quando unidas como uma 
monocamada em uma placa. De modo 
alternative, elas podem ser separadas 
para permitir que formem agregados cha- 
mados de corpos embrioides, o que leva 
as celulas a comegarem a se especializar. 
Celulas dos corpos embrioides, cultivadas 
em meios adicionados com diferentes fa¬ 
tores, podem depois ser direcionadas a se 
diferenciar de varios modos. (Baseada em 
E. Fuchs eJ.A. Segre, Cell 100:143-155, 
2000. Com permissao de Elsevier.) 
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Figura 22-46 Celulas ES cultivadas podem originar um orgao tridimensional. (A) Extraordinariamente, 
sob as condigoes apropriadas, celulas ES de camundongo em cultivo podem proliferar, diferenciar e interagir 
para formar uma estrutura semelhante ao olho, tridimensional, que inclui uma retina com multicamadas seme- 
Ihante em organizagao aquela que se forma in vivo. (B) Fotomicrografia fluorescente de um calice optico forma- 
do por celulas ES em cultivo. A estrutura inclui uma retina em desenvolvimento, contendo multiplas camadas de 
celulas neurais, que produzem uma proteina ( rosa ) que serve como um marcador para o tecido da retina. (B, de 
M. Eiraku, N. Takata, H. Ishibashi et al., Nature 472:51-56, 2011. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 

Celulas de um tipo especializado podem ser forgadas a se 
transdiferenciarem diretamente em outro tipo 

A rota que acabamos de descrever, de uma forma de diferenciagao para outra pela con- 
versao para uma celula iPS, parece desnecessariamente pesada. Nao poderiamos con¬ 
verter uma celula tipo A em uma celula tipo B diretamente, sem retroceder ao estado iPS 
semelhante ao embrionario? Durante muitos anos, soube-se que tal transdiferenciagao 
poderia ser obtida em alguns casos especiais, como a conversao de fibroblastos em celu¬ 
las do musculo esqueletico por expressao forgada de MyoD (ver p. 396). Mas agora, com 
as ideias que surgiram a partir do estudo de celulas ES e iPS, estao sendo encontradas 
maneiras de provocar tais interconversoes em uma gama muito maior de casos. 

Um exemplo elegante vem de estudos do coragao. Ao forgar a expressao de uma 
combinagao apropriada de fatores - nao Oct4, Sox2, Klf4 e Myc, mas Gata4, Mef2c e Tbx5 
-, e possivel converter fibroblastos cardiacos diretamente em celulas musculares cardia- 
cas. Isso tern sido feito no camundongo vivo, utilizando vetores retrovirais, e a transfor- 
magao ocorre com eficiencia elevada quando os vetores que transportam os transgenes 
sao injetados diretamente no proprio tecido muscular do coragao. Embora eles ocupem 
apenas uma fragao pequena do volume do tecido, os fibroblastos no coragao excedem 
em numero as celulas musculares cardiacas, e eles sobrevivem em grande mimero mes- 
mo quando as celulas musculares cardiacas morreram. Assim, em um ataque cardiaco 
nao fatal tipico, onde celulas musculares cardiacas tenham morrido por falta de oxige- 
nio, os fibroblastos proliferam e produzem matriz de colageno de modo a substituir o 
musculo perdido por uma cicatriz fibrosa. Essa e uma forma ruim de reparo. Ao forgar a 
expressao dos fatores adequados no coragao, como descrito antes, provou-se ser possi¬ 
vel, pelo menos no camundongo, fazer melhor do que a natureza e regenerar musculo 
cardiaco perdido por transdiferenciagao de fibroblastos cardiacos. 

Ainda estamos muito longe de colocar essa tecnica em pratica como um tratamen- 
to para ataques cardiacos em humanos, mas ela mostra o que o futuro pode reservar - 
nao somente para esse problema medico, mas para muitos outros. 

Celulas ES e iPS sao uteis para a descoberta de farmacos e analise 
de doengas 

Uma grande parte do entusiasmo em torno das celulas ES e iPS e da tecnologia de trans¬ 
diferenciagao vem da perspectiva de utilizagao das celulas geradas artificialmente para a 
reparo dos tecidos. Comega a parecer que praticamente qualquer tipo de tecido pode ser 
substituivel, permitindo o tratamento de doengas degenerativas que eram consideradas 
incuraveis. A pesquisa nessa area esta progredindo rapidamente, mas ha muitas dificul- 
dades a serem superadas. 
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Figura 22-47 Uso de celulas iPS para 
descoberta de farmacos e para analise 
e tratamento de doengas. 0 lado es- 
querdo do diagrama mostra como celulas 
diferenciadas que sao geradas a partir de 
celulas iPS derivadas de um paciente com 
uma doenga genetica podem ser usadas 
para analise do mecanismo da doenga e 
para a descoberta de farmacos. 0 lado di- 
reito do diagrama mostra como o defeito 
genetico pode ser reparado nas celulas 
iPS, que depois podem ser induzidas a 
se diferenciar em uma via apropriada e 
enxertadas de volta no paciente, sem 
risco de rejeigao imunologica. (Baseada 
em D.A. Robinton e G.Q. Daley, Nature 
481:295-305, 2012). 


Celulas iPS especificas para o paciente 


Com o advento das celulas iPS e da transdiferenciagao direta, pelo menos um 
grande obstaculo foi superado, ao menos em principio: o problema da rejeigao imuno¬ 
logica. Pelo fato de elas serem criadas a partir de embrioes precoces que costumam ser 
provenientes de doadoras nao aparentadas, as celulas ES nunca serao geneticamente 
identicas as celulas do paciente que recebe o transplante. Portanto, as celulas transplan- 
tadas e suas descendentes sao passiveis de rejeigao pelo sistema imunologico. Por outro 
lado, tanto as celulas iPS quanto as transdiferenciadas podem ser geradas a partir de 
uma pequena amostra de tecido do proprio paciente e, assim, devem escapar do ataque 
do sistema imunologico quando transplantadas de volta para o mesmo individuo. 

O reparo de tecidos por transplante, no entanto, nao e a unica aplicagao para a 
qual celulas ES, iPS e transdiferenciadas podem ser usadas: elas podem mostrar seu va¬ 
lor de forma mais imedita de outras maneiras. Em particular, elas podem ser usadas para 
gerar grandes populagoes homogeneas de celulas especializadas de qualquer tipo esco- 
lhido em cultivo, e estes podem servir para a investigagao de mecanismos de doenga e 
na busca de novos farmacos que atuam sobre um tipo celular especifico (Figura 22-47). 

Sempre que uma doenga tern uma causa genetica, podemos derivar celulas iPS 
a partir das celulas que sofrem do problema e usa-las para produzir os tipos celulares 
defeituosos especificos, para investigar como ocorre o mau funcionamento e para fazer 
a triagem de farmacos que possam ajudar a corrigi-lo. A sindrome de Timothy fornece 
um exemplo. Nessa condigao genetica rara, ha um disturbio grave, com risco de vida, no 
ritmo dos batimentos cardiacos (bem como varias outras anomalias), como resultado de 
uma mutagao em um tipo especifico de canal de Ca 2+ . Para o estudo da patologia basica, 
os pesquisadores obtiveram fibroblastos da pele de pacientes com a doenga, geraram 
celulas iPS a partir dos fibroblastos e dirigiram as celulas iPS a se diferenciar em celu¬ 
las musculares cardiacas. Essas celulas, quando comparadas com as celulas musculares 
do coragao preparadas de modo semelhante a partir de individuos-controle normais, 
mostraram contragoes irregulares e padroes anormais de influxo de Ca 2+ e da atividade 
eletrica, que puderam ser caracterizados em detalhe. A partir desse achado, resta apenas 
um pequeno passo para o desenvolvimento de um ensaio in vitro para medicamentos 
que possam corrigir o mau comportamento das celulas do musculo cardiaco. 

Essa abordagem para a descoberta de farmacos - onde celulas iPS sao preparadas 
a partir do paciente individual, diferenciadas no tipo celular relevante e usadas para tes- 
tar farmacos candidatos in vitro - parece representar um avango enorme nos metodos 
tradicionais dispendiosos e lentos que envolvem a administragao de compostos para tes¬ 
te em um grande numero de pessoas. 
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o que nao sabemos Resumo 


• 0 que determina o tamanho dos te- 
cidos e orgaos? Como as celulas em 
cada tecido sabem quando terminar 
seu crescimento e divisao, de modo 
a limitar o tamanho de urn orgao ou 
tecido adequadamente? 

• Qual e a diferenga molecular fun¬ 
damental que distingue uma celula- 
-tronco? 

• Como e mantido o equilibrio correto 
entre celulas-tronco, celulas progeni- 
toras e celulas diferenciadas em urn 
tecido ou orgao? 

• Que fungao a estrutura da cromatina 
desempenha na memoria celular e na 
reprogramagao celular? 

• Como as moleculas sao herdadas de 
forma assimetrica durante a divisao 
celular? 

• Como as celulas germinativas evitam o 
envelhecimento? 


No organismo de um mamifero adulto, os varios tipos de celulas-tronco sao altamente 
especializados, cada um dando origem a uma gama limitada de tipos celulares diferen- 
ciados. As celulas tornam-se restritas a vias de diferenciagao especificas durante o desen- 
volvimento embrionario. Uma maneira deforgar um retorno a um estado pluripotente ou 
totipotente e pela transference nuclear: o nucleo de uma celula diferenciada podeser inje- 
tado em um ovocito enucleado, cujo citoplasma reprograma o genoma de volta para uma 
aproximagao de um estado embrionario precoce. Isso permite a produgao de um novo 
individuo inteiro. A reversao do genoma a esse estado envolve mudangas radicais de todo 
o genoma na estrutura da cromatina e metilagao do DNA. 

Notavelmente, celulas retiradas da massa celular interna de um embriao de mami¬ 
fero precoce podem ser propagadas em cultura indefinidamente em um estado pluripoten¬ 
te. Quando transplantadas de volta para um embriao precoce hospedeiro, essas celulas- 
-tronco embrionarias (ES) podem contribuir com celulas para qualquer tecido, incluindo 
a linhagem germinativa. As celulas ES tern sido inestimaveis para a engenharia genetica 
em camundongos. Celulas com propriedades semelhantes, chamadas de celulas-tronco 
pluripotentes induzidas (celulas iPS), podem ser geradas a partir de celulas diferenciadas 
adultas como fibroblastos, mediante expressao forgada de um coquetel de reguladores- 
-chave de transcrigao. Um metodo similar pode ser usado para reprogramar celulas adul¬ 
tas diretamente a partir de um estado especializado para outro. Em prindpio, celulas iPS 
geradas a partir de celulas obtidas de biopsias de um paciente humano adulto podem 
ser utilizadas para o reparo de tecido nesse mesmo individuo, evitando o problema da 
rejeigao imunologica. De forma mais imediata, elas proporcionam umafonte de celulas 
especializadas que podem ser utilizadas para analisar in vitro os efeitos de mutagoes que 
afetam as celulas humanas e rastrear farmacos para o tratamento de doengas geneticas. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

22-1 No intestino delgado, as celulas-tronco dividem-se 
de forma assimetrica nas criptas para manter a populagao de 
celulas que compoem a vilosidade; apos cada divisao, uma 
celula-filha continua sendo uma celula-tronco e a outra co- 
mega a dividir-se rapidamente para produzir descendentes 
diferenciadas. 

22-2 As celulas-tronco, sendo celulas-tronco, por defini- 
gao, sao as mesmas em todos os tecidos. 

22-3 Qualquer tecido que pode ser renovado e renovado 
a partir de uma populagao de celulas-tronco especifica do 
tecido. 

22-4 A perturbagao do equilibrio nas atividades de osteo- 
blastos e osteoclastos em favor dos osteoclastos pode dar 
origem a condigao conhecida como osteoporose, a sindrome 
do osso fragil (quebradigo) dos idosos. 

Discuta as questoes a seguir. 

22-5 Na decada de 1950, cientistas alimentaram ratos com 
timidina tritiada (timidina marcada com tritio, timidina-H 3 ) 
para marcar as celulas que estavam sintetizando DNA e depois 
seguiram os destinos das celulas marcadas por periodos de ate 
um ano. Eles encontraram tres padroes de marcagao celular em 
diferentes tecidos. As celulas de alguns tecidos, como os neuro- 
nios no sistema nervoso central e na retina, nao foram marca¬ 
das. Ao contrario, musculos, rim e figado mostraram, cada um 
deles, um pequeno numero de celulas marcadas que manteve 
sua marcagao, aparentemente sem qualquer divisao ou perda. 
Por fim, celulas como aquelas nos epitelios pavimentosos 


da lingua e do esofago foram marcadas em numero relativa- 
mente grande, com pares de micleos radioativos visiveis em 
12 horas; no entanto, as celulas marcadas desapareceram ao 
longo do tempo. Qual desses tres padroes de marcagao voce 
esperaria ver, se as celulas marcadas tivessem sido geradas 
por celulas-tronco? Explique a sua resposta. 

22-6 Em um determinado momento, criptas intestinais 
de camundongos contem em torno de 15 celulas-tronco e 
10 celulas de Paneth. Apos a divisao celular, que ocorre cer- 
ca de uma vez por dia, as celulas-filhas permanecem como 
celulas-tronco apenas se mantiverem o contato com uma ce¬ 
lula de Paneth. Essa competigao constante pelo contato com 
celulas de Paneth levanta a possibilidade de que as criptas 
podem se tornar monoclonais ao longo do tempo; isto e, as 
celulas da cripta em um ponto no tempo podem derivar de 
apenas 1 das 15 celulas-tronco que existiam em algum mo¬ 
mento anterior. Para testar tal possibilidade, voce usa o mar- 
cador "confete" assim chamado porque, depois de ativado, 
expressa qualquer uma de tres protemas fluorescentes nas 
celulas-tronco da cripta. Entao, voce examina as criptas em 
varios momentos para determinar se elas contem celulas 
com varias cores ou apenas uma cor (Figura Q22-1). Sera 
que as criptas se tornam monoclonais ao longo do tempo ou 
nao? Como voce pode afirmar isso? 

22-7 A origem de celulas |3 novas do pancreas - a par¬ 
tir de celulas-tronco ou de celulas |3 preexistentes - nao foi 
determinada ate uma decada atras, quando a tecnica de 
rastreamento de linhagem foi usada para solucionar a ques- 
tao. Usando camundongos transgenicos que expressam 
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Microvilosidades 



Criptas 


Figura Q22-1 Celulas fluorescen- 
tes em criptas no intestino de ca- 
mundongos em varios momentos 
apos a ativagao da expressao de 
proteinas fluorescentes. As ima- 
gens sao tomadas no piano xz, 
que corta multiplas criptas, como 
indicado na ilustragao esquemati- 
ca. Cerca de 50 criptas sao visfveis 
em cada secgao. Circulos brancos 
pontilhados identificam algumas 
criptas. As barras de escala sao 
de 100 |xm. (Adaptada de H.J. 
Snippert et al., Cell 143:134-144, 
2010. Com permissao de Elsevier.) 



30 semanas 


uma forma de recombinase Cre ativada por tamoxifeno sob 
o controle do promotor de insulina, que esta ativo somente 
em celulas (3, os pesquisadores puderam remover um seg- 
mento de DNA inibidor e, desse modo, permitir a expressao 
de fosfatase alcalina placentaria humana (HPAP, de human 
placental alkaline phosphatase), que pode ser detectada por 
marcagao histoquimica. Apos um pulso de tamoxifeno que 
converteu cerca de 30% de celulas p do camundongo jovem 
em celulas que expressam HPAP, os pesquisadores acom- 
panharam a porcentagem de celulas p marcadas por um 
ano, tempo durante o qual o numero total de celulas p do 
pancreas aumentou 6,5 vezes. Como voce supoe que a por¬ 
centagem de celulas p iria mudar ao longo do tempo se as 
novas celulas p tiverem sido derivadas das celulas-tronco? 
E se as novas celulas p tiverem sido derivadas das celulas p 
preexistentes? Qual hipotese e sustentada pelos resultados 
na Figura Q22-2? 

22-8 Um dos primeiros ensaios para celulas-tronco hema¬ 
topoieticas fez uso da sua capacidade para formar colonias 
no bago de camundongos submetidos a irradiagao pesada. 
Variando as quantidades de celulas de medula ossea trans- 
plantadas, os pesquisadores mostraram que o numero de co¬ 
lonias no bago variou linearmente com a dose e que a curva 
passou pela origem, o que sugere que as celulas individuals 
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Meses apos a injegao de tamoxifeno 


Figura Q22-2 Porcentagem de celulas (3 marcadas em ilhotas pancreaticas de 
camundongos de diferentes idades. Todos os camundongos foram injetados 
com um pulso de tamoxifeno entre 6 e 8 semanas de idade e, em seguida, co- 
rados para fosfatase alcalina placentaria humana (HPAP) em varios momentos 
mais tarde. As barras de erro representam os desvios padrao. 


foram capazes de formar colonias individuais. No entanto, 
como a formagao de colonias era rara em relagao ao numero 
de celulas transplantadas, era possivel que aglomerados nao 
dispersos de duas ou mais celulas fossem os iniciadores reais. 

Um artigo classico resolveu essa questao explorando 
raros rearranjos genomicos, citologicamente visiveis, gera- 
dos por irradiagao. Camundongos receptores primeiro foram 
irradiados para destruir as celulas da medula ossea e, em se¬ 
guida, foram irradiados uma segunda vez, apos o transplante, 
para gerar rearranjos raros do genoma na populagao de celu¬ 
las transplantadas. Colonias do bago foram entao pesquisadas 
para encontrar aquelas que carregavam rearranjos genomicos. 
Como voce supoe que esse experimento faz a distingao entre a 
colonizagao por celulas individuais e por agregados celulares? 

22-9 E possivel purificar as celulas-tronco hematopoieticas 
utilizando uma combinagao de anticorpos dirigidos contra 
alvos de superficie celular. A partir da remogao de celulas que 
expressavam marcadores de superficie caracteristicos de li- 
nhagens especificas, como as celulas B, granulocitos, celulas 
mielomonociticas e celulas T, os pesquisadores geraram uma 
populagao de celulas rica em celulas-tronco. Eles enriquece- 
ram ainda mais essa populagao de possiveis celulas-tronco 
selecionando positivamente para as celulas que expressa¬ 
vam marcadores de superficie de celulas-tronco suspeitos. 
A formagao de colonias no bago em camundongos irradia¬ 
dos, a partir dessas celulas-tronco putativas e das celulas de 
medula ossea nao fracionadas, e mostrada na Figura Q22-3. 
Dado que apenas cerca de 1 em cada 10 celulas alojam-se no 
bago, esses resultados sustentam a ideia de que a populagao 
enriquecida consiste principalmente de celulas-tronco he¬ 
matopoieticas? Que informagoes adicionais voce precisaria 
ter para se sentir seguro de que as celulas enriquecidas sao 
celulas-tronco verdadeiras? Qual a proporgao de celulas da 
medula ossea que sao celulas-tronco hematopoieticas? 



Numero de celulas injetadas 


Figura Q22-3 Formagao de colo¬ 
nias no bago por celulas enriqueci¬ 
das para celulas-tronco e por celulas 
da medula ossea nao fracionadas. 
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22-10 A geragao de celulas-tronco pluripotentes induzi- 
das (iPS) foi realizada pela primeira vez utilizando vetores 
retrovirais para transportar o conjunto de reguladores de 
transcrigao OSKM (Oct4 ; Sox2, Klf4 e Myc) para as celulas. A 
eficiencia da reprogramagao de fibroblastos era geralmente 
baixa (0,01%), em parte porque um grande numero de retro- 
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Patogenos e infecgao 

As doengas infecciosas causam cerca de um quarto das mortes de seres humanos em 
todo o mundo, mais do que a soma de todos os tipos de cancer, ficando atras apenas das 
doengas cardiovasculares. Alem da grande carga permanente de doengas consideradas 
"antigas” como a tuberculose e a malaria, novas doengas infecciosas surgem continua- 
mente. A pandemia (epidemia mundial) atual da Aids (sindrome da imunodeficiencia 
adquirida) foi clinicamente observada pela primeira vez em 1981 e, desde entao, causou 
mais de 35 milhoes de mortes no mundo inteiro. Alem disso, descobrimos que outras 
doengas, que consideravamos devidas a outros fatores, estao, na verdade, associadas a 
infecgoes. A maioria das ulceras gastricas, por exemplo, e causada nao pelo estresse ou 
por alimentos apimentados, mas sim por infecgoes do revestimento estomacal pela bac¬ 
teria Helicobacter pylori . 

A carga de doengas infecciosas nao se encontra distribuida igualmente no plane- 
ta. Os paises e comunidades mais pobres sofrem de maneira desproporcional, em ge- 
ral devido a sistemas publicos de saude e saneamento deficientes. Entretanto, algumas 
doengas infecciosas ocorrem principalmente ou exclusivamente em comunidades in- 
dustrializadas: a doenga dos legionarios, por exemplo, uma infecgao pulmonar causada 
por bacterias, costuma ser transmitida por sistemas de ar condicionado. 

Desde a metade dos anos de 1800, medicos e cientistas tern feito grandes esforgos 
para identificar os agentes - coletivamente chamados de patogenos - que sao capazes 
de causar doengas infecciosas. Mais recentemente, o advento da genetica microbiana 
e da biologia molecular da celula tern aumentado nosso entendimento sobre as cau- 
sas e os mecanismos das doengas infecciosas. Hoje sabemos que os patogenos, com 
frequencia, exploram os atributos das celulas hospedeiras para poder infecta-las. Essa 
compreensao tanto pode nos fornecer novas informagoes sobre a biologia normal da 
celula quanto pode ser util ao desenvolvimento de estrategias de prevengao e tratamen- 
to das doengas infecciosas. 

Embora os patogenos sejam, sem duvida, um motivo de atengao, apenas uma 
fragao relativamente pequena das especies microbianas que encontramos e patogeni- 
ca. Grande parte da biomassa da Terra e constituida de microbios, que produzem tudo, 
desde o oxigenio que respiramos ate os nutrientes do solo necessarios para cultivarmos 
alimentos. Ate mesmo as especies de microbios que colonizam o corpo humano nao 
causam, necessariamente, doengas. O grupo de microrganismos que reside dentro ou na 
superficie de um organismo e denominado microbiota. Muitos desses microbios tern um 
efeito benefico sobre a saude do organismo, ajudando no seu desenvolvimento normal 
e fisiologico. 

Neste capitulo, apresentamos uma visao geral dos diferentes tipos de patogenos, 
assim como daqueles microrganismos que colonizam nosso corpo sem causar proble- 
mas. Depois, discutimos a biologia celular da infecgao - as interagoes moleculares entre 
os patogenos e seus hospedeiros. No Capitulo 24, discutiremos como os nossos sistemas 
imunes inato e adaptativo colaboram para nos defender contra os patogenos. 

INTRODUCAO AOS PATOGENOS E A MICROBIOTA HUMANA 

Costumamos pensar nos patogenos como invasores hostis, mas um patogeno, como 
qualquer outro organismo, esta simplesmente explorando um ambiente disponivel no 
qual ele possa sobreviver e procriar. Viver dentro ou na superficie de um organismo e 
uma estrategia muito efetiva, e e possivel que qualquer organismo na Terra esteja sujeito 
a algum tipo de infecgao (Figura 23-1). Um hospedeiro humano e um ambiente rico em 
nutrientes, aquecido e umido, que se mantem a uma temperatura uniforme e que se re- 
nova constantemente. Dessa forma, nao e surpresa o fato de que muitos microrganismos 
tenham desenvolvido a capacidade de sobreviver e se reproduzir em um ambiente tao 
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Figura 23-1 Parasitismo em diversos 
nfveis. (A) A maioria dos animais abriga 
parasitas, como o carrapato do cervo 
(Ixodes scapularis), mostrado aqui em um 
dedo humano. Embora os carrapatos des- 
sa especie prosperem em cervos de cauda 
branca e outros mamiferos selvagens, eles 
tambem podem sobreviver em humanos. 
(B) Os carrapatos, por sua vez, abrigam os 
seus proprios parasitas, incluindo a bac¬ 
teria Borrelia burgdorferi, marcada aqui 
com um corante que distingue bacterias 
vivas (em verde) de bacterias mortas (em 
vermelho). Essas bacterias em forma de 
espiral vivem em carrapatos de mamiferos 
e podem ser transmitidas aos humanos 
quando os carrapatos se alimentam de 
sangue humano. Borrelia burgdorferi 
causa a doenga de Lyme, caracterizada por 
erupgoes cutaneas em forma de olho de 
boi e febre; se a infecgao nao for tratada, 
podem surgir varias complicagoes, incluin¬ 
do artrite e anormalidades neurologicas. 

A ideia de que os parasitas possuem seus 
proprios parasitas foi observada por Jona¬ 
than Swift em 1733: 

"Entao, os naturalistas observam, uma 
pulga 

Possui pulgas menores que Ihe atacam; 

E estas tern menores ainda que Ihes 
mordem; 

E, assim, acontece infinitamente." 

(A, extraida de Acorn, White-Footed Mice 
and Tick Cycle Augment Risks of Lyme 
Disease in 2012. March 14, 2012. Re- 
produzida com permissao de Anita Sil; B, 
cortesia de M. Embers.) 



favoravel. Nesta segao, discutimos algumas caracteristicas comuns que os microrganis- 
mos devem ter a fim de colonizar o corpo humano ou causar doenga, e exploramos a 
grande variedade de organismos que, sabidamente, causam doengas. 

A microbiota humana e um sistema ecologico complexo 
importante para o nosso desenvolvimento e saude 

O corpo humano contem cerca de 10 13 celulas humanas, assim como uma microbiota que 
consiste em aproximadamente 10 14 celulas de bacterias, fungos e protozoarios, que repre- 
sentam milhares de especies de microbios - a chamada flora normal. Os genomas com- 
binados das varias especies da microbiota humana, chamados de microbioma, contem 
mais de 5 X 10 6 genes - mais de cem vezes maior do que o numero de genes do proprio 
genoma humano. Uma consequencia de tal diversidade genomica e que a microbiota au- 
menta a variedade de atividades bioqmmicas e metabolicas dispomveis aos humanos. 

A microbiota em geral esta limitada a pele, a boca, ao trato digestivo e a vagina. 
Com excegao dos microbios que colonizam a pele, ela consiste principalmente em bac¬ 
terias anaerobicas, com diferentes comunidades de especies habitando cada parte do 
corpo. Essas comunidades variam de forma consideravel entre os individuos humanos, 
ate mesmo entre familiares proximos e gemeos identicos. Embora a microbiota de um 
individuo costume ser constante ao longo do tempo, ela e influenciada por varios fatores, 
incluindo idade, dieta, estado de saude e uso de antibioticos. 

Existem varias relagoes ecologicas que esses microbios tern com seus hospedei- 
ros. No mutualismo, tanto o microbio quanto o hospedeiro se beneficiam. As bacterias 
anaerobicas que habitam nossos intestinos, por exemplo, ganham lugar de refugio e su- 
primento de nutrientes, mas tambem contribuem para a digestao dos nossos alimentos, 
produzem importantes nutrientes e sao essenciais para o desenvolvimento normal do 
nosso trato gastrintestinal e dos sistemas imunes inato e adaptativo. No comensalismo, 
os microbios se beneficiam, mas nao oferecem beneficios nem causam prejuizos: por 
exemplo, somos infectados por muitos virus que nao apresentam efeitos perceptiveis so- 
bre a nossa saude. No parasitismo, o microbio se beneficia a custa do hospedeiro, sendo 
geralmente o caso dos patogenos. 

Muitas doengas infecciosas sao causadas por um unico patogeno. Entretanto, 
existem evidencias crescentes de que um desequilibrio na comunidade de microbios 
que constituem a microbiota pode contribuir para algumas enfermidades, incluindo 
doengas autoimunes e alergicas, obesidade, doenga inflamatoria intestinal e diabetes. 
Notavelmente, nesses casos de desequilibrio da microbiota (denominado disbiose), a 
transference da microbiota de um individuo saudavel a alguem doente pode ser benefi- 
ca e, algumas vezes, curativa, como no caso da colite causada pelo supercrescimento da 
bacteria Clostridium difficile . 

Os patogenos interagem com os seus hospedeiros de diferentes 
maneiras 

Se e normal vivermos com uma comunidade de microbios, por que alguns deles sao ca- 
pazes de causar doenga e morte? Embora a capacidade de um determinado microrga- 
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nismo causar doenga dependa de muitos fatores, e necessario que o patogeno possua 
caracteristicas patogenicas especializadas que permitam ao microbio sobreviver nos 
humanos. 

Patogenos primarios podem causar doengas manifestas na maioria dos indivi- 
duos saudaveis. Alguns patogenos primarios causam infecgoes agudas e ameagadoras 
que se espalham rapidamente de um hospedeiro doente ou morto a outro individuo; 
historicamente, exemplos importantes incluem a bacteria Vibrio cholerae, causadora da 
colera, e os virus causadores da variola e da gripe. Outros podem infectar persistente- 
mente um individuo unico durante anos sem causar doenga evidente; exemplos incluem 
a bacteria Mycobacterium tuberculosis (que pode causar, mais comumente, tuberculose 
pulmonar) e o verme intestinal Ascaris. Embora esses patogenos primarios potenciais 
possam levar algumas pessoas a estados graves, bilhoes de individuos possuem esses 
organismos estranhos de forma assintomatica, muitas vezes desconhecendo que estao 
infectados. As vezes e dificil delimitar entre a presenga assintomatica de tais patogenos 
e a microbiota normal. Alguns microbios da flora normal podem atuar como patogenos 
oportunistas, que causam doengas apenas se o sistema imune estiver debilitado ou se 
tiverem acesso a uma parte do corpo em geral esteril. 

Com o objetivo de sobreviver e se multiplicar, um patogeno bem-sucedido deve 
ser capaz de: (1) entrar no hospedeiro (em geral rompendo uma barreira epitelial); (2) 
encontrar um lugar nutricionalmente compativel no corpo do hospedeiro; (3) evitar, des- 
truir ou superar as respostas imunes inata e adaptativa do hospedeiro; (4) multiplicar-se 
usando os recursos dispomveis no hospedeiro; e (5) sair de um hospedeiro e propagar-se 
para outro. Os patogenos desenvolveram varios mecanismos para explorar, ao maximo, a 
biologia dos seus organismos hospedeiros para ajudar na realizagao dessas tarefas. Para 
alguns patogenos, esses mecanismos sao adaptados a uma especie unica de hospedeiro, 
enquanto, para outros, os mecanismos sao gerais e permitem a invasao, a sobrevivencia 
e a replicagao em uma ampla variedade de hospedeiros. Visto que os patogenos desen¬ 
volveram a capacidade de interagir diretamente com a maquinaria molecular das celulas 
hospedeiras, temos aprendido muito sobre os principios biologicos da celula ao estudar 
tais mecanismos. 

A nossa exposigao constante aos patogenos tern influenciado fortemente a evolu- 
gao humana. Hoje, nos, humanos, estamos aprendendo a forma de limitar a capacida¬ 
de dos patogenos infectarem os individuos por meio de melhorias na saiide publica, na 
nutrigao infantil, nas vacinas, nos farmacos antimicrobianos e nos testes rotineiros do 
sangue usado em transfusoes. A medida que aprendemos mais acerca dos mecanismos 
pelos quais os patogenos causam doengas (o que e chamado de patogenese), a nossa 
criatividade e desenvoltura podem continuar a servir como um importante auxilio ao 
nosso sistema imune na luta contra as doengas infecciosas. 

Os patogenos podem contribuir para o cancer, doengas 
cardiovasculares e outras doengas cronicas 

Alguns patogenos virais e bacterianos podem causar ou contribuir para o agravamento 
de doengas cronicas com risco de vida que, em geral, nao sao classificadas como doen¬ 
gas infecciosas. Um exemplo importante e o cancer. Conforme discutido no Capitulo 20, 
o conceito de oncogene - de que alguns genes alterados podem causar a transformagao 
celular e o desenvolvimento tumoral - veio inicialmente de estudos do virus do sarcoma 
deRous, que causa um tipo de cancer (sarcomas) em galinhas. Um dos genes virais codi- 
fica uma protema hiperativa homologa a protema-cinase Src do hospedeiro (ver Figura 
3-63), que tern sido relacionada a muitos tipos de cancer. Muitos canceres humanos sao 
conhecidos por sua origem viral. O papilomavirus humano , por exemplo, que causa as 
verrugas genitais, tambem e responsavel por mais de 90% dos canceres da cervice ute- 
rina (ver Figura 20-40). O recente desenvolvimento de uma vacina contra as cepas de 
papilomavirus associadas a cancer mais abundantes promete prevenir muitos desses 
canceres no futuro. Em outros casos, danos teciduais cronicos causados por infecgoes 
podem aumentar a probabilidade de cancer. A inflamagao causada pela bacteria do esto- 
mago H. pylori pode ser o principal fator que contribui para o cancer de estomago, assim 
como para as ulceras gastricas. 
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Figura 23-2 Patogenos em diferentes 
formas. (A) A estrutura do revestimento 
proteico, ou capsideo, do poliovirus. Esse 
virus ja foi uma causa comum de paralisia, 
mas a doenga (poliomielite) foi reduzida 
drasticamente pela vacinagao em massa 
da populagao. (B) A bacteria Vibrio chole- 
rae, agente causador da doenga diarreica 
epidemica colera. (C) 0 parasita proto- 
zoario Trypanosoma brucei ( roxo ) em urn 
campo de eritrocitos (globulos vermelhos; 
rosa ). Esse parasita causa a doenga do 
sono africana, uma enfermidade poten- 
cialmente fatal do sistema nervoso central. 

(D) Esta massa de nematodeosAscar/sfoi 
removida do intestino obstruido de urn 
menino de 2 anos de idade. (A, cortesia (A) 

de Robert Grant, Stephan Crainic e James 
M. Hogle; B, fotografia cortesia de John 
Mekalanos; C, CDC, Department of Health 
and Human Services; D, de J.K. Baird et 
al„ Am. J. Trop. Med. Hyg. 35:314-318, 

1986. Fotografia de Daniel H. Connor.) 
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As causas principals de morte nas nagoes ricas e industrializadas sao as doengas 
cardiovasculares. Estas frequentemente resultam da aterosclerose, o acumulo de deposi¬ 
ted de gordura na parede dos vasos sangumeos que podem bloquear o fluxo de sangue 
e causar ataques cardiacos e derrames. Uma caracteristica importante da aterosclerose 
inicial e o aparecimento, na parede dos vasos sangumeos, de aglomerados de macro - 
fagos chamados de celulas espumosas, que recrutam globulos brancos sangumeos, ate 
formar as placas ateroscleroticas. As celulas espumosas nas placas ateroscleroticas em 
geral contem o patogeno bacteriano Chlamydia pneumoniae, que costuma causar pneu¬ 
monia em humanos e e um fator de risco significativo para a aterosclerose em modelos 
animais e humanos. Outras especies bacterianas estao, tambem, relacionadas com a 
aterosclerose, incluindo especies bacterianas geralmente associadas a dentes e gengi- 
vas, como Porphyromonas gingivalis. A medida que aprendemos mais sobre a interagao 
entre patogenos e o corpo humano, e bem provavel que se encontrem mais doengas cro- 
nicas associadas a um agente infeccioso. 

Os patogenos podem ser virus, bacterias ou eucariotos 

Muitos tipos de patogenos podem provocar doengas em humanos. Desses, os mais habi- 
tuais sao os virus e as bacterias. Os virus provocam doengas que vao da Aids e da variola 
ao resfriado comum. Os virus sao essencialmente fragmentos de acidos nucleicos (DNA 
ou RNA) que em geral codificam um niimero relativamente pequeno de produtos ge- 
nicos, envoltos em uma estrutura protetora de protemas (Figura 23-2A) e (em alguns 
casos) um envelope externo de membrana (ver Figura 5-62). Muito maiores e mais com- 
plexas do que os virus, as bacterias sao celulas procarioticas, que podem realizar a maior 
parte das fungoes metabolicas basicas por si mesmas, dependendo dos hospedeiros 
principalmente para a nutrigao (Figura 23-2B). 

Outros agentes infecciosos sao os organismos eucariotos. Eles variam desde fun- 
gos e protozoarios unicelulares (Figura 23-2C) ate grandes e complexos metazoarios, 
como os vermes. Um dos parasitas humanos mais comuns, presente em cerca de 1 bi- 
lhao de pessoas atualmente, e o nematodeo Ascaris lumhricoides, que infecta o intestino 
(Figura 23-2D). Ele assemelha-se bastante a seu parente inofensivo, o nematodeo Cae- 
norhabditis elegans , que e usado como organismo-modelo para pesquisas biologicas de 
desenvolvimento e geneticas (ver Figura 1-39). O C. elegans, no entanto, tern cerca de 1 
mm de comprimento, ao passo que os Ascaris podem alcangar 30 cm. 

Agora, introduziremos as caracteristicas basicas dos tipos mais importantes de pato¬ 
genos, antes de examinar os mecanismos que eles usam para infectar os seus hospedeiros. 
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Figura 23-3 Morfologia da celula bacteriana e estruturas de superficie. (A) As bacterias sao tradicionalmente classi- 
ficadas pela forma. (B e C) Elas tambem sao classificadas como Gram-positivas ou Gram-negativas. (B) As bacterias Gram- 
-positivas como Streptococcus e Staphylococcus possuem uma unica membrana e uma parede celular espessa constituida 
de peptidoglicano com ligagoes cruzadas. Elas sao chamadas de Gram-positivas porque retem o corante violeta usado no 
procedimento de coloragao de Gram. (C) As bacterias Gram-negativas, como Escherichia coli ( E. coli) e Salmonella, possuem 
duas membranas, separadas pelo periplasma (ver Figura 11-17). A parede celular de peptidoglicano desses organismos esta 
localizada no periplasma e e mais fina do que em bacterias Gram-positivas; dessa forma, elas nao conseguem reter o coran¬ 
te durante o procedimento de coloragao de Gram. A membrana interna tanto das bacterias Gram-positivas quanto das bac¬ 
terias Gram-negativas e uma bicamada fosfolipfdica. 0 folheto interno da membrana externa de bacterias Gram-negativas e 
tambem composto principalmente por fosfolipideos, enquanto o folheto externo da membrana externa e composto por urn 
unico lipideo glicosilado denominado lipopolissacarideo (LPS). (D) Os apendices da superficie celular sao importantes para o 
comportamento bacteriano. Muitas bacterias nadam pela rotagao de urn flagelo helicoidal. A bacteria ilustrada possui ape- 
nas urn unico flagelo em uma extremidade; entretanto muitas bacterias possuem multiplos flagelos. Os pill retos (tambem 
chamados de flmbrias) sao usados para aderir em superficies do hospedeiro e facilitar a troca de material genetico entre 
bacterias. Alguns tipos de pili podem retrair e gerar forga, ajudando, assim, a bacteria na locomogao sobre superficies. 


As bacterias sao diversas e ocupam uma variedade notavel de 
nichos ecologicos 

Embora as bacterias geralmente nao possuam membranas internas, elas sao celulas 
altamente sofisticadas cuja organizagao e comportamentos tern atraido a atengao de 
muitos cientistas. As bacterias sao classificadas amplamente pela sua forma - como bas- 
tonetes, esferas (cocos) ou espirais (Figura 23-3A) - assim como pelas chamadas pro- 
priedades de coloragao de Gram, que refletem diferengas na estrutura da parede celu¬ 
lar bacteriana. As bacterias Gram-positivas tern uma parede celular com uma camada 
espessa de peptidoglicanos fora da sua membrana interna (plasmatica) (Figura 23-3B), 
enquanto as bacterias Gram-negativas possuem uma parede celular de peptidoglicanos 
mais fina. Em ambos os casos, a parede celular protege contra a lise por inchago osmo- 
tico e e um alvo de protemas antibacterianas do hospedeiro como a lisozima e antibioti- 
cos como a penicilina. As bacterias Gram-negativas tambem sao cobertas no exterior da 
parede celular por uma membrana externa contendo lipopolissacarideo (LPS) (Figura 
23-3C). Tanto o peptidoglicano quanto o LPS sao exclusivos das bacterias e sao reco- 
nhecidos como padroes moleculares associados a patogenos (PAMPs; do ingles, Patho¬ 
gen-Associated Molecular Patterns) pelo sistema imune inato do hospedeiro, conforme 
discutido no Capitulo 24. A superficie das celulas bacterianas tambem pode conter uma 
serie de apendices, incluindo flagelos e pili, que permitem a bacteria nadar ou aderir a 
superficies desejadas respectivamente (Figura 23-3D). Alem da estrutura e do formato 
da celula, diferengas nas sequencias do RNA ribossomico e do DNA genomico sao tam¬ 
bem usadas para classificagao filogenetica. Como os genomas bacterianos tern tamanho 
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Figura 23-4 Diferengas geneticas entre 
bacterias patogenicas e nao patogeni- 
cas. (A) Diferengas geneticas entre E. coli 
nao patogenica e dois patogenos de ori- 
gem alimentar intimamente relacionados 
- Shigella flexneri, que causa disenteria, 
e Salmonella enterica, uma causa comum 
de intoxicagao alimentar. A E. coli nao 
patogenica possui urn unico cromossomo 
circular. 0 cromossomo de 5. flexneri 
difere daquele de E. coll em urn numero 
pequeno de posigoes; a maioria dos genes 
necessarios a patogenese (genes de viru¬ 
lencia) sao carregados em urn plasmideo 
de virulencia extracromossomica. 0 
cromossomo de 5. enterica possui dois 
grandes insertos (ilhas de patogenicidade) 
que nao sao encontrados no cromossomo 
de E. coli ; cada urn desses insertos contem 
varios genes de virulencia. (B) Os patoge¬ 
nos bacterianos evoluem por transference 
genetica horizontal. Isso pode ocorrer por 
tres mecanismos: transformaqao natural, 
na qual o DNA e incorporado por uma 
bacteria competente; transduqao, na 
qual os virus bacterianos ( bacteriofagos) 
transferem o DNA de uma bacteria a ou- 
tra; e conjugaqao, durante a qual o DNA 
plasmidial, e ate o DNA cromossomico, 
e transferido de uma bacteria doadora a 
uma receptora. 


pequeno - em geral entre 1 milhao e 5 milhoes de pares de nucleotideos (comparados a 
mais de 3 bilhoes para humanos) eles sao, atualmente, faceis de serem sequenciados, 
gerando uma nova ferramenta de classificagao. 

As bacterias tambem exibem uma extraordinaria diversidade molecular, metabo- 
lica e ecologica. Em nivel molecular, as bacterias sao muito mais diversas do que os eu- 
cariotos, e elas podem ocupar nichos ecologicos que possuem extremos de temperatura, 
concentragao de sais e limitagao de nutrientes. Algumas bacterias se replicam no meio 
ambiente, na agua ou no solo e causam doenga apenas se encontrarem um hospedeiro 
suscetivel, sendo entao chamadas de patogenos facultativos. Outras so podem se re- 
plicar no interior do corpo dos seus hospedeiros e sao chamadas de patogenos obri- 
gatorios. As bacterias tambem diferem na variedade de hospedeiros que elas podem 
infectar. Shigella flexneri, por exemplo, que causa a disenteria epidemica (diarreia san- 
guinolenta), infectara somente o homem ou outros primatas. Ao contrario, a bacteria 
estreitamente relacionada Salmonella enterica, uma causa comum de infecgao alimen¬ 
tar em humanos, tambem pode infectar outros vertebrados, incluindo aves e tartarugas. 
Um generalista bem conhecido e o patogeno oportunista Pseudomonas aeruginosa, que 
pode causar doenga em uma ampla variedade de plantas e animais. 

As bacterias patogenicas possuem genes de virulencia especializados 

As bacterias patogenicas e seus parentes nao patogenicos mais proximos diferem, muitas 
vezes, em um numero relativamente pequeno de genes. Os genes que contribuem para 
a capacidade de um organismo de causar doenga sao chamados de genes de virulen¬ 
cia, e as protemas que eles codificam sao chamadas de fatores de virulencia. Tais genes 
de virulencia estao, com frequencia, agrupados no cromossomo bacteriano (clusters); 
agrupamentos grandes sao chamados de ilhas de patogenicidade. Os genes de virulencia 
podem tambem ser carregados em bacteriofagos (virus bacterianos) ou transposons (ver 
Tabela 5-4), ambos com capacidade de integrar-se no cromossomo bacteriano ou em 
plasmideos de virulencia extracromossomicos (Figura 23-4A). 

Acredita-se que as bacterias patogenicas surjam quando grupos de genes de viru¬ 
lencia sao transferidos juntos para uma bacteria previamente nao virulenta por um pro- 
cesso chamado de transference horizontal de genes (para distingui-lo da transference 
vertical de genes dos pais a sua prole). A transference horizontal pode ocorrer por tres 
mecanismos distintos: transformaqao natural por DNA liberado, transduqao por bacterio¬ 
fagos ou troca sexual por conjugaqao (Figura 23-4B e Animagao 23.1). O sequenciamen- 
to genomico de um grande numero de bacterias patogenicas e nao patogenicas indicou 
que a transference horizontal de genes fez importantes contribuigoes a evolugao bac- 
teriana, possibilitando que especies habitassem novos nichos ecologicos e nutricionais, 
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Figura 23-5 Modelo de evolugao de 
cepas patogenicas de Vibrio cholerae, 
baseado em gendmica comparati- 

va. Cepas progenitoras selvagens adqui- 
riram, primeiramente, a via biossintetica 
necessaria para produzir o antigeno de 
tipo 01 da cadeia de carboidrato do lipo- 
polissacarideo da membrana externa (ver 
Figura 23-3C). A incorporagao do bac¬ 
teriofago CTXcJ> criou a cepa patogenica 
classica responsavel pelas seis primeiras 
epidemias globais de colera entre 1817 e 
1923. Em algum momento do seculo XX, 
uma cepa 01 incorporou o CTXcJ> nova- 
mente, juntamente com urn bacteriofago 
associado RSI cf> e duas ilhas de patogeni- 
cidade (VSP1 e VSP2), criando a amostra El 
Tor que emergiu como a setima pandemia 
global em 1961. Em 1992, foi isolada uma 
cepa El Tor que havia adquirido urn novo 
fragmento de DNA, possibilitando que ela 
produzisse o antigeno de tipo 0139 de 
cadeia de carboidrato em vez do tipo 01. 
Isso alterou a interagao da bacteria com 
o sistema imune humano, sem diminuir a 
sua virulencia; a bacteria tambem adquiriu 
uma nova ilha de patogenicidade (SXT). 
Uma micrografia eletronica de V. cholerae 
e mostrada na Figura 23-2B. 


bem como causassem doengas. Mesmo dentro de uma especie bacteriana, a quantidade 
de variagoes cromossomicas e surpreendente; os genomas de diferentes tipos de Escheri¬ 
chia coli podem diferir em ate 25%. Essa variagao levou ao conceito de que uma especie 
bacteriana possui um genoma “cerne” comum a todos os isolados dentro da especie e um 
“pangenoma” que consiste em todos os genes presentes na totalidade dos isolados. 

A aquisigao de genes ou agrupamentos de genes pode conduzir a rapida evolugao 
dos patogenos e transformar nao patogenos em patogenos. Consideremos, por exemplo, 
a V. cholerae - a bacteria Gram-negativa que causa a diarreia epidemica chamada colera. 
Das centenas de cepas de V. cholerae, as unicas que causam doenga humana pandemica 
sao aquelas infectadas com um bacteriofago movel (CTX4>) contendo genes que codificam 
as duas subunidades da toxina causadora da diarreia. Conforme resumido na Figura 23-5, 
sete pandemias de V. cholerae ocorreram desde 1817. As primeiras seis foram causadas pela 
reemergencia periodica das chamadas cepas classicas. Alem do bacteriofago codificador da 
toxina, essas cepas classicas compartilham um antigeno de superficie 01 semelhante, parte 
do LPS na membrana externa (ver Figura 23-3C). Em 1961, teve inicio a setima pandemia, 
causada por uma nova cepa denominada “El Tor" que surgiu quando uma cepa expres- 
sando 01 adquiriu dois bacteriofagos e pelo menos duas novas ilhas de patogenicidade. 
El Tor por fim substituiu as cepas classicas. Em 1992, surgiu uma nova cepa, na qual 01 
foi substituido por outra variagao do antigeno O, chamado 0139, que nao foi reconhecida, 
por anticorpos presentes no sangue de sobreviventes de epidemias anteriores de colera. A 
cepa 0139 possui, tambem, um elemento semelhante a transposon que codifica resistencia 
a antibioticos. Como esse exemplo deixa claro, a evolugao rapida de patogenos bacteria- 
nos pode ser comparada a uma corrida armamentista que coloca a sobrevivencia de uma 
bacteria contra nossos sistemas imunes e as ferramentas da medicina moderna. Batalhas 
semelhantes pela sobrevivencia tern lugar entre todos os patogenos e humanos, e a com- 
preensao desses conflitos fornece informagoes importantes sobre a evolugao dos patoge¬ 
nos e nos auxilia grandemente a tratarmos novos surtos de doengas infecciosas. 

Genes de virulencia bacterianos codificam proteinas efetoras e 
sistemas de secregao para liberar proteinas efetoras par a celulas 
hospedeiras 

Quais sao os produtos genicos que possibilitam que uma bacteria cause doenga em um 
hospedeiro saudavel? Para as bacterias patogenicas que vivem fora das celulas hospedei- 
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ras, chamadas de patogenos bacterianos extracelulares, os genes de virulencia geralmen- 
te codificam protemas toxicas secretadas ( toxinas ) que interagem com protemas estrutu- 
ras ou sinalizadoras da celula hospedeira para produzir uma resposta que seja benefica 
ao patogeno. Muitas dessas toxinas bacterianas estao entre os venenos humanos mais 
potentes conhecidos. As toxinas bacterianas em geral sao compostas de duas partes pro- 
teicas - uma subunidade A com atividade enzimatica e uma subunidade B que se liga a 
receptores especificos na superficie da celula hospedeira e direciona a transference da 
subunidade A para o citosol por varias vias (Figura 23-6). O fago V. cholerae, por exem- 
plo, codifica as duas subunidades da toxina da colera (Animagao 23.2). A subunidade A 
catalisa a transference de uma porgao ADP-ribose do NAD + para a protema G trimerica 
G s (ver Figura 15-23), que ativa a adenililciclase para fazer AMP ciclico (ver Figura 15-25). 
A ribosilagao do ADP impede a inativagao da protema G e resulta no acumulo de AMP 
ciclico intracelular e na liberagao de ions e agua para o lumen intestinal, levando a diar- 
reia associada a colera. A infecgao, dessa forma, dissemina-se a novos hospedeiros por 
bacterias liberadas, que podem contaminar alimentos e agua. 

Algumas bacterias patogenicas secretam multiplas toxinas, cada uma das quais 
interferindo com uma via de sinalizagao diferente nas celulas hospedeiras. O antraz, 
por exemplo, e uma doenga infecciosa aguda de ovinos, bovinos e, ocasionalmente, 
humanos. E causada pelo contato com esporos da bacteria Gram-positiva Bacillus an- 
thracis. Os esporos dormentes podem sobreviver no solo durante longos periodos. Se 
forem inalados, ingeridos ou esfregados em feridas na pele, os esporos podem germinar 
e a bacteria replicar. A bacteria secreta duas toxinas com subunidades B identicas, mas 
subunidades A diferentes. As subunidades B ligam-se a uma protema receptora da su¬ 
perficie da celula hospedeira para transferir as duas subunidades A diferentes as celulas 
hospedeiras (ver Figura 23-6). As subunidades A sao chamadas de fator letal e fator de 
edema. A subunidade A da toxina do edema e uma adenililciclase que catalisa a produ- 


Figura 23-6 Entrada da toxina bacte- 
riana nas celulas hospedeiras. As toxi¬ 
nas bacterianas em geral sao compostas 
por subunidades proteicas A e B. A subu¬ 
nidade B (ligagao) da toxina interage com 
receptores de toxinas da celula hospedeira, 
permitindo endocitose e movimentagao 
intracelular da subunidade B, assim como 
a(s) sua(s) subunidade(s) A associada(s) 
e enzimaticamente ativa(s). No caso do 
Bacillus anthracis, a subunidade B altera 
a sua conformagao no ambiente de pH 
baixo do endossomo para formar urn poro 
pelo qual duas subunidades A diferentes, 
fator letal e fator edema, sao transporta- 
dos atraves da membrana do endossomo 
em uma conformagao desenovelada. Nos 
casos das toxinas de Vibrio cholerae e 
Bordetella pertussis, as subunidades B e 
A sao transportadas ao aparelho de Golgi 
e, entao, ao reticulo endoplasmatico (RE), 
onde as subunidades A sao translocadas 
para o citosol em uma conformagao dese¬ 
novelada atraves de urn canal de translo- 
cagao proteico. 
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Figura 23-7 Sistemas de secregao do 
tipo III podem entregar protemas 
efetoras no citosol de uma celula 
hospedeira. (A) Micrografia eletronica de 
sistemas de secregao do tipo III, cada um 
dos quais consistindo em mais de duas 
dezenas de proteinas. (B) 0 anel maior in¬ 
ferior esta inserido na membrana interna, 
e o anel menor superior esta inserido na 
membrana externa. Durante a infecgao, o 
encaixe da ponta da agulha oca em uma 
membrana plasmatica de celula hospedei¬ 
ra resulta na secregao de proteinas trans- 
locadoras bacterianas (verde), que formam 
um poro na membrana hospedeira, atra- 
ves do qual proteinas efetoras bacterianas 
sao, entao, secretadas na celula hospedei¬ 
ra. (A, de 0. Schraidt et al., PLoSPathog. 
6(4):e1000824, 2010.) 


gao de AMP ciclico (ver Figura 15-25), levando a um desequilibrio ionico que pode cau- 
sar um acumulo de liquido extracelular ( edema ) na pele ou no pulmao. A subunidade A 
da toxina letal e uma protease que cliva varios membros ativados da familia da cinase de 
protema-cinase ativada por mitogeno (MAP-cinase-cinase) (ver Figura 15-49), rompen- 
do a sinalizagao intracelular e levando a disfungoes de celulas imunes e morte celular. A 
injegao da toxina letal na corrente sangumea de um animal causa choque (grande queda 
da pressao sangumea) e morte. 

Alem dessas toxinas, as bacterias utilizam sistemas de secregao especializados a 
fim de secretar muitas outras proteinas efetoras que interagem com as celulas hospedei- 
ras. As bacterias Gram-negativas possuem um sistema de secregao geral e muitas classes 
de sistemas de secregao acessorios (tipos I a VI). Um sub tipo desses sistemas de secregao 
acessorios, chamados de sistemas de secregao dependentes de contato, esta presente em 
muitas bacterias que estao em contato ou vivem no interior das celulas hospedeiras. O 
sistema de secregao do tipo III (Figura 23-7), por exemplo, injeta, no citoplasma da 
celula hospedeira, protemas efetoras que podem gerar varias respostas celulares no hos- 
pedeiro que permitem a bacteria invadir ou sobreviver. Existe um elevado grau de simi- 
laridade estrutural entre o sistema do tipo III e a base de um flagelo bacteriano. Dado 
que o flagelo e encontrado em uma grande variedade de bacterias em numero maior do 
que o sistema de secregao do tipo III, parece que o sistema de secregao e uma adaptagao 
especifica para a patogenese, sendo bem provavel que o sistema de secregao do tipo III 
tenha evoluido do flagelo. Outros tipos de sistemas de entrega usados pelos patogenos 
bacterianos parecem ter surgido independentemente. Por exemplo, os sistemas de se¬ 
cregao do tipo IV estao intimamente relacionados ao aparato de conjugagao que muitas 
bacterias utilizam para trocar material genetico. 

Os fungos e os parasitas protozoarios tem um ciclo de vida 
complexo envolvendo multiplas formas 

Os fungos patogenicos e os parasitas protozoarios sao eucariotos, tal qual os seus hos- 
pedeiros. Consequentemente, farmacos antifungicos e antiparasitarios sao, com fre- 
quencia, menos efetivos e mais toxicos para o hospedeiro do que os antibioticos que tem 
como alvo bacterias. Uma segunda caracteristica das infecgoes fungicas e parasitarias 
que as torna mais diflceis de tratar e a tendencia apresentada pelos patogenos de as- 
sumir diferentes formas durante o seu ciclo celular. Um farmaco que e efetivo ao matar 
uma forma pode ser inefetivo ao matar outra; dessa maneira, a populagao (de fungos e 
parasitas) pode sobreviver ao tratamento. 

Os fungos incluem tanto as leveduras unicelulares (como Saccharomyces cerevisiae 
e Schizosaccharomyces pombe, usadas para assar paes e fermentar cervejas, e como 
organismos-modelo em pesquisas de biologia celular) quanto os mofos filamentosos, 
multicelulares (como aqueles encontrados em frutas e paes bolorentos). A maioria dos 
principais fungos patogenicos apresenta dimorfismo - capacidade de crescer tanto na 
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Figura 23-8 Dimorfismo no fungo pa- 
togenico Histoplasma capsulatum. 

(A) A baixas temperaturas no solo, 

H. capsulatum cresce como mofo filamen- 
toso multicelular consistindo em muitas 
celulas individuals conectadas umas as 
outras. (B) Apos a sua inalagao para dentro 
dos pulmoes de um mamifero, a tempe- 
ratura mais elevada causa uma mudanga 
para uma forma de levedura, que consiste 
em pequenos aglomerados de celulas arre- 
dondadas. (C) Um corte histologico de um 
pulmao de camundongo infectado com 
H. capsulatum, mostrando um macrofago 
contendo formas em levedura do pato- 
geno. (A e B, cortesia de Sinem Beyhan e 
Anita Sil; C, cortesia de Davina Hocking 
Murray e Anita Sil.) 


Figura 23-9 O complexo ciclo de vida 
do parasita da malaria. (A) 0 ciclo sexual 
do Plasmodium falciparum requer a pas- 
sagem por um hospedeiro humano e por 
um inseto hospedeiro (Animagao 23.3). 
(B)-(D) Esfregagos de sangue de pessoas 
infectadas com malaria mostrando tres 
diferentes formas do parasita que apare- 
cem nos globulos vermelhos: (B) estagio 
de anel; (C) esquizonte; e (D) gametocito. 
(B-D, cortesia de the Centers for Disease 
Control, Division of Parasitic Diseases, 
DPDx.) 


forma unicelular quanto na forma filamentosa. A transigao unicelular-filamentosa e fila- 
mentosa-unicelular em geral esta associada a infecgoes. O Histoplasma capsulatum, por 
exemplo, cresce sob a forma filamentosa no solo, a baixas temperaturas, mas assume a 
forma unicelular quando inalado, alojando-se nos pulmoes, onde causa a doenga histo- 
plasmose (Figura 23-8). 

Os protozoarios parasitas sao eucariotos unicelulares com um ciclo de vida 
mais elaborado do que o dos fungos. Esses ciclos frequentemente necessitam de mais 
de um hospedeiro. A malaria e a doenga mais devastadora causada por protozoarios, 
infectando mais de 200 milhoes de pessoas a cada ano e matando mais de 500 mil. Ela 
e causada por quatro especies de Plasmodium, que sao transmitidas aos humanos pela 
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picada da femea do mosquito Anopheles. Plasmodium falciparum causa a forma mais 
grave da malaria eeo mais intensamente estudado dos parasitas causadores da malaria. 
Ele existe em muitas formas diferentes e precisa tanto do hospedeiro humano quanto 
do hospedeiro mosquito para completar seu ciclo sexual (Figura 23-9). Muitas dessas 
formas sao altamente especializadas para invadir e replicar-se em tecidos especificos - o 
revestimento do intestino do inseto, o figado humano e os globulos vermelhos humanos. 
Mesmo no interior de um unico tipo de celula hospedeira, o eritrocito, o parasita Plas¬ 
modium passa por uma sequencia complexa de eventos ligados a diferenciagao, refleti- 
dos em mudangas morfologicas notaveis (Figura 23-9B-D). 

Todos os aspectos da propagapao viral dependem da maquinaria 
da celula hospedeira 

Bacterias, fungos e patogenos protozoarios sao celulas vivas, por si so. Eles utilizam sua 
maquinaria propria para replicagao, transcrigao e tradugao do DNA e, na maior parte 
das vezes, possuem suas proprias fontes de energia metabolica. Os virus, ao contrario, 
sao os supremos “caroneiros” carregando pouca informagao na forma de acido nucleico. 
A maioria dos virus humanos clinicamente importantes possuem genomas pequenos, 
consistindo em DNA de fita dupla ou RNA de fita simples (Tabela 23-1), e hoje temos as 
sequencias genomicas completas de quase todos eles. 

Os genomas virais em geral codificam tres tipos de protemas: protemas para re- 
plicar o genoma, protemas para “empacotar” o genoma e entrega-lo a mais celulas hos- 
pedeiras e protemas que modificam a estrutura ou fungao da celula hospedeira para 
aumentar a replicagao do virus (ver Figura 7-62). Em geral, a replicagao viral envolve (1) 
entrada na celula hospedeira, (2) desmontagem da particula viral infecciosa, (3) repli¬ 
cagao do genoma viral, (4) transcrigao dos genes virais e sintese das protemas virais, (5) 
montagem desses componentes virais em particulas virais progenitoras e (6) liberagao 
dos virions progenitores (Figura 23-10). Uma unica particula viral ( virion ) que infecta 
uma unica celula hospedeira pode produzir milhares de particulas novas. 

Os virions apresentam-se de variadas formas e tamanhos (Figura 23-11), e, embo- 
ra a maioria tenha genomas relativamente pequenos, o tamanho do genoma pode variar 
consideravelmente. Os recem-descobertos virus gigantes da ameba, chamados de pan- 


Virus que causam doengas humanas 

Virus 

Tipo de genoma 

Doenga 

Herpes-virus simples tipo 1 

DNA de fita dupla 

Herpes labial recorrente 

Virus Epstein-Barr (EBV) 

DNA de fita dupla 

Mononucleose infecciosa 

Virus varicela-zoster 

DNA de fita dupla 

Varicela e herpes-zoster 

Virus da variola 

DNA de fita dupla 

Variola 

Papilomavirus humano 

DNA de fita dupla 

Verrugas, cancer 

Adenovirus 

DNA de fita dupla 

Doenga respiratoria 

Virus da hepatite B 

DNA parte fita simples, parte fita dupla 

Hepatite B 

Virus da imunodeficiencia humana (HIV-1) 

RNA de fita simples [+] 

Sindrome da imunodeficiencia adquirida (Aids) 

Poliovirus 

RNA de fita simples [+] 

Poliomielite 

Rinovirus 

RNA de fita simples [+] 

Resfriado comum 

Virus da hepatite A 

RNA de fita simples [+] 

Hepatite A 

Virus da hepatite C 

RNA de fita simples [+] 

Hepatite C 

Virus da febre amarela 

RNA de fita simples [+] 

Febre amarela 

Coronavirus 

RNA de fita simples [+] 

Resfriado comum, doenga respiratoria 

Virus da raiva 

RNA de fita simples [-] 

Raiva 

Virus da caxumba 

RNA de fita simples [-] 

Caxumba 

Virus do sarampo 

RNA de fita simples [-] 

Sarampo 

Influenzavirus tipo A 

RNA de fita simples [-] 

Doenga respiratoria (gripe) 
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Figura 23-10 Ciclo simples de vida viral. 0 virus simples hipotetico mostrado aqui consiste em uma mo- 
lecula de DNA de fita dupla que codifica uma unica proteina do capsfdeo viral. Para a reprodugao, o genoma 
viral deve, primeiramente, entrar em uma celula hospedeira, onde ele e replicado e produz muitas copias, que 
sao transcritas e traduzidas para produzir a proteina do envoltorio viral. Os genomas virais podem estruturar-se 
espontaneamente com a proteina do envoltorio e formar uma nova partfcula viral, que escapa da celula hospe¬ 
deira. Nenhum virus conhecido e tao simples. 

doravirus, sao os maiores virus conhecidos ate entao, com particulas de 700 nm e geno¬ 
mas em DNA de fita dupla com mais de 2 milhoes de pares de nucleotideos. Os virions 
do poxvirus tambem sao grandes: possuem 250 a 350 nm e um genoma em DNA de fita 
dupla com cerca de 270 mil pares de nucleotideos. Na outra extremidade da escala de 
tamanho, temos os virions do parvovirus , que possuem menos de 30 nm de diametro e 
um genoma em DNA de fita simples de menos de 5 mil nucleotideos. 

Os genomas virais sao encapsulados em um revestimento proteico denominado 
capsideo, que, em alguns virus, e protegido adicionalmente por uma membrana em 
bicamada lipidica, ou envelope. O capsideo e composto por uma ou varias proteinas, 
organizadas em arranjos regulares que costumam resultar em estruturas com simetria 
helicoidal, resultando em estruturas cilmdricas (p. ex., gripe, sarampo e buniavirus), 
ou simetria icosaedrica (p. ex., poliovirus e herpes-virus; ver Figura 23-11). Alguns vi¬ 
rus, ao contrario, produzem capsldeos com estruturas mais complexas (p. ex., poxvi¬ 
rus). Quando o capsideo e empacotado com o genoma viral, a estrutura e chamada de 
nucleocapsideo. Os nucleocapsldeos de virus nao envelopados costumam deixar uma 
celula infectada mediante sua lise. Para virus envelopados, por sua vez, o nucleocapsl- 
deo e localizado dentro de uma membrana em bicamada lipidica que o virus adquire 
no processo de brotamento da membrana plasmatica da celula hospedeira, que ele faz 
sem romper a membrana e sem matar a celula (Figura 23-12). Os virus envelopados 
podem causar infecgoes cronicas que podem durar anos, muitas vezes sem causar ne¬ 
nhum efeito deleterio no hospedeiro. 

Considerando que a celula hospedeira participa da maior parte dos processos crl- 
ticos de replicagao viral, a identificagao de farmacos antivirais efetivos que nao afetem o 
hospedeiro pode ser diflcil. E provavel que a estrategia mais efetiva para conter as infec- 
goes virais seja pela vacinagao de hospedeiros potenciais. Programas de vacinagao bem- 
-sucedidos eliminaram efetivamente a infecgao de variola do planeta, e a erradicagao da 
poliomielite parece estar proxima (Figura 23-13). 




Figura 23-11 Exemplos de morfologia viral. Como pode ser observado, tanto os virus de DNA quanto os de 
RNA apresentam grande diversidade de forma e tamanho. 
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Figura 23-12 A aquisicao de um envelope viral. (A) Micrografia eletronica de uma celula animal a partir da 
qual estao brotando seis copias de um virus envelopado (virus da floresta Semliki). (B) Esquema de montagem de 
envelope e processo de brotamento. A bicamada lipfdica que envolve o capsideo viral e derivada diretamente da 
membrana citoplasmatica da celula hospedeira. Em contraste, as protefnas nesta bicamada lipfdica (em verde) 
sao codificadas pelo genoma viral. (A, cortesia de M. Olsen e G. Griffith.) 


Resumo 

As doengas infecciosas sao causadas por patogenos, que incluem virus, bacterias e fun- 
gos, assim como por parasitas protozoarios e metazoarios. Todos os patogenos devem ter 
mecanismos para penetrar seus hospedeiros e evitar sua destruigao imediata pelo siste- 
ma imune do hospedeiro. A grande maioria das bacterias nao e patogenica aos humanos. 
Aquelas que sao patogenicas produzem fatores de virulencia especificos que medeiam as 
interagoes da bacteria com o hospedeiro; estas proteinas alteram o comportamento das 
celulas hospedeiras de maneira que sejafavorecida a replicagao e a dispersao da bacteria. 
Patogenos eucariotos como os fungos e os parasitas protozoarios costumam passar por 
diferentes formas durante o curso da infecgao; a capacidade de mudar entre essas formas 
e em geral necessaria para que tais patogenos sobrevivam em um hospedeiro e causem 
doenga. Em alguns casos, como na malaria, os parasitas devem passar, sequencialmente, 
por diversas especies para completar o seu ciclo de vida. Ao contrario das bacterias e dos 
parasitas eucariotos, os virus nao possuem metabolismo proprio nem capacidade intrin- 
seca de produzir as proteinas codificadas pelos seus genomas de DNA ou RNA; para isso, 
eles contam com a subversao da maquinaria da celula hospedeira. 
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Figura 23-13 Controle efetivo de uma doenga viral pela vacina^ao. 0 grafico mostra o numero de casos 
de poliomielite registrado por ano nos Estados Unidos. As setas indicam a introdugao da vacina Salk (virus inati- 
vado, administrado por injegao) e da vacina Sabin (virus vivo atenuado, administrado oralmente). 
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Esofago Intestino 



Figura 23-14 A bacteria da peste bu- 
bonica no interior de uma pulga. Esta 
micrografia mostra o trato digestivo disse- 
cado de uma pulga que se alimentou, ha 
cerca de duas semanas, do sangue de um 
animal infectado pela bacteria da peste, 
Yersinia pestis. A bacteria se multiplicou 
no intestino da pulga para produzir gran- 
des agregados coesivos, indicados pelas 
setas vermelhas ; a massa bacteriana, a es- 
querda, esta impedindo a passagem entre 
o esofago e o intestino. Esse tipo de blo- 
queio evita que a pulga realize a digestao 
do sangue ingerido, fazendo ela picar mais 
frequentemente, transmitindo a infecgao. 
(De B.J. Hinnebusch, E.R. Fischer eT.G. 
Schwan, J. Infect Dis. 178:1406-1415, 
1998.) 


BIOLOGIA CELULAR DA INFECCAO 

Os mecanismos pelos quais os patogenos causam doenga sao tao diversos quanto os 
patogenos em si. Nao obstante, todos os patogenos devem realizar algumas tarefas co- 
muns: devem entrar no hospedeiro, chegar a um local apropriado, evitar as defesas do 
hospedeiro, replicar-se, sair do hospedeiro infectado e dispersar-se invadindo um nao 
infectado. Nesta segao, examinaremos as estrategias comuns que muitos patogenos 
usam para realizar tais tarefas. 

Os patogenos superam barreiras epiteliais para infectar o 
hospedeiro 

O primeiro passo da infecgao e o patogeno entrar no hospedeiro. A maior parte das re- 
gioes do corpo humano esta bem-protegida do ambiente por uma cobertura espessa de 
pele. As barreiras protetoras em alguns outros tecidos humanos (olhos, narinas e trato 
respiratorio, boca e trato digestivo, trato urinario e trato genital feminino) sao menos re- 
sistentes. Nos pulmoes e no intestino delgado, por exemplo, a barreira e apenas uma mo- 
nocamada de celulas epiteliais. Todos esses epitelios servem como barreiras a infecgao. 

Lesoes na barreira do epitelio permitem, aos patogenos, acesso direto a lugares 
nao ocupados dentro dos tecidos, de outro modo, estereis do hospedeiro. Essa via de en- 
trada nao requer muita especializagao por parte do patogeno para ser utilizada. Mais do 
que isso, muitos membros da flora normal podem causar doengas graves se penetrarem 
em ferimentos. Os estafilococos da pele e do nariz, ou os estreptococos da garganta e da 
boca, sao dois exemplos de patogenos bacterianos oportunistas responsaveis por mui- 
tas infecgoes graves resultantes de lesoes nas barreiras epiteliais. O recente surgimento 
de cepas bacterianas de Staphylococcus resistentes aos antibioticos comumente usados 
no seu tratamento (p. ex., Staphylococcus aureus resistente a meticilina, ou MRSA, que 
infecta ate 50 milhoes de pessoas em todo o mundo) e particularmente preocupante. 
O papilomavirus, que causa verrugas e cancer cervical, tambem leva vantagem em casos 
de rompimentos nas barreiras epiteliais. 

Os patogenos declarados, no entanto, nao precisam esperar que ocorra uma lesao 
no momento adequado para ter acesso ao hospedeiro. Uma forma eficiente de tal pato¬ 
geno cruzar a pele e “pegar uma carona” na saliva de um artropode que pica. Um grupo 
diverso de bacterias, virus e protozoarios desenvolveu a capacidade de sobreviver em inse- 
tos e, dessa forma, usa-los como vetores para se transferirem de um hospedeiro mamifero 
para outro. Como ja discutido, o protozoario Plasmodium, que causa a malaria, tern seu 
ciclo de vida e desenvolvimento em varios estagios, incluindo alguns que sao especializa- 
dos para sobreviver em humanos e outros especializados para sobreviver no mosquito (ver 
Figura 23-9). Os virus que sao transmitidos por picadas de insetos causam a febre amarela 
e a dengue, assim como muitos tipos de encefalites virais (inflamagao no cerebro). Esses 
virus desenvolveram a capacidade de se replicarem tanto em celulas de insetos quanto 
em celulas de mamiferos, conforme necessario para sua transmissao por um inseto vetor. 

A propagagao eficiente de um patogeno via um inseto vetor exige que um unico 
inseto alimente-se com o sangue de um individuo infectado e transfira o patogeno a um 
hospedeiro nao infectado. Em alguns casos marcantes, o patogeno altera o comporta- 
mento do inseto a fim de que a sua transmissao a um novo hospedeiro torne-se mais 
provavel de ocorrer. Um exemplo e a bacteria Yersinia pestis, causadora da peste buboni- 
ca. Ela multiplica-se no intestino anterior de pulgas para formar agregados celulares que 
bloqueiam o trato digestivo; durante cada repetida tentativa de alimentagao, algumas 
bacterias do intestino anterior sao liberadas no local da picada, transmitindo, assim, a 
peste bubonica a novos hospedeiros (Figura 23-14). 

Os patogenos que colonizam o epitelio devem superar os seus 
mecanismos de proteqao 

Apesar de algumas zonas de barreira como a pele e o revestimento da boca e do intestino 
grosso serem densamente habitadas pela flora normal, outras, incluindo o revestimento 
dos pulmoes e da bexiga, costumam ser mantidas praticamente estereis. Como o epitelio 
nessas regioes resiste ativamente a colonizagao bacteriana? O epitelio respiratorio esta 
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coberto por uma camada de muco protetor, e o batimento coordenado dos cilios prende 
as bacterias e varre o muco, levando-o para fora do pulmao. Os revestimentos epiteliais 
da bexiga e do trato gastrintestinal superior tambem possuem uma espessa camada de 
muco, e esses orgaos sao periodicamente “lavados” pela micgao e pelos movimentos pe- 
ristalticos, respectivamente, o que elimina a maioria dos microbios. 

As bacterias patogenicas e os parasitas eucariotos que infectam essas superficies 
epiteliais desenvolveram mecanismos especificos para superar tais mecanismos de 
protegao. Aquelas que infectam o trato urinario, por exemplo, aderem firmemente ao 
revestimento epitelial via adesinas especificas, que sao protemas ou complexos protei- 
cos que reconhecem e se ligam a moleculas de superficie celular no epitelio. Um gru- 
po importante de adesinas em cepas de E. coli que infectam os rins sao componentes 
dos pili - projegoes da superficie que podem ter muitos micrometros de comprimento 
e assim permitir a diminuigao da espessura da camada protetora de muco; na ponta de 
cada pilus ha uma protema adesina que se liga fortemente ao dissacarideo D-galactose- 
-D-galactose em glicolipideos da superficie das celulas dos rins (Figura 23-15). Cepas de 
E. coli que infectam a bexiga e nao os rins expressam um segundo tipo de pilus com uma 
protema adesina diferente, que se liga a celulas epiteliais da bexiga. E a especificidade 
das protemas adesinas nas pontas dos dois tipos de pili que e responsavel pela coloniza- 
gao bacteriana das diferentes partes do trato urinario. 

O estomago e um ambiente especialmente hostil para os patogenos. Alem da ca¬ 
mada espessa de muco e do esvaziamento peristaltico, ele e composto de acido (pH em 
torno de 2), que e letal para quase todas as bacterias ingeridas nas refeigoes. Alem disso, 
ele serve como moradia para uma microbiota de centenas de especies residentes, incluin- 
do a bacteria H. pylori, que, como ja discutido, e a maior causa de ulceras gastricas e de 
alguns tipos de cancer de estomago. A hipotese de que uma infecgao bacteriana persis- 
tente poderia causar ulceras gastricas foi inicialmente recebida com ceticismo. O jovem 
medico australiano que fez a descoberta inicial finalmente provou o seguinte ponto: ele 
bebeu uma cultura pura de H. pylori e desenvolveu inflamagao do estomago, que precede, 
com frequencia, o desenvolvimento de ulceras. Um curso breve de antibioticos hoje pode 
curar efetivamente um paciente com ulceras gastricas recorrentes. Notavelmente, o H. 
pylori e capaz de persistir em vida como comensal na maioria dos humanos. Uma maneira 
pela qual ele sobrevive no estomago e produzindo a enzima urease, que converte ureia em 
amonia, neutralizando o acido da sua redondeza. A bacteria tambem utiliza o seu flagelo 
para mobilidade quimiotatica, permitindo a ela procurar o pH mais perto da neutralidade 
na superficie das celulas epiteliais gastricas. As protemas de virulencia de H. pylori que 
atuam contra as celulas epiteliais e imunes ajudam o H. pylori a persistir no estomago, mas 
elas podem, tambem, induzir inflamagao cronica, alteragao na expressao genica do hospe- 
deiro, mudangas na proliferagao celular e apoptose, bem como rompimento das jungoes 
celula-celula, todos esses fatores que predispoem ao cancer de estomago. 

Os patogenos extracelulares perturbam as celulas hospedeiras 
sem entrar nelas 

Os patogenos extracelulares podem causar doengas graves sem entrar nas celulas hos¬ 
pedeiras. Bordetella pertussis, a bacteria que causa a coqueluche, por exemplo, coloniza o 


Figura 23-15 E. coli patogenica na be¬ 
xiga infectada de um camundongo. 

(A) Micrografia eletronica de varredura de 
E. coli uropatogenica, uma causa comum 
de infecgoes na bexiga e nos rins. A bacte¬ 
ria esta associada a superficie das celulas 
epiteliais na bexiga infectada. (B) Um au- 
mento mostrando os pili na superficie. 

(C) Um pilus de E. coli possui proteinas 
adaptadoras na sua ponta que se ligam 
a glicolipideos na superficie de celulas 
renais. (A, de G.E. Soto e S.J. Hultgren, 

J. Bacteriol. 181:1059-1071, 1999. Com 
permissao da American Society for Micro¬ 
biology; B, cortesia de D.G. Thanassi e S.J. 
Hultgren, Methods 20:1 11-126, 2000. 
Com permissao de Academic Press.) 
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Figura 23-16 Interagao de E. coli 
enteropatogenica (EPEC) com celulas 
epiteliais intestinais hospedeiras. 

(A) Quando a EPEC entra em contato com 
as celulas do revestimento epitelial do 
intestino humano, ela injeta a proteina 
bacteriana Tir no interior das celulas hos¬ 
pedeiras, utilizando o sistema de secregao 
do tipo III. A Tir sera, entao, inserida na 
membrana citoplasmatica da celula hospe- 
deira, onde funcionara como urn receptor 
para a adesina bacteriana intimina. A se- 
guir, uma proteina tirosina-cinase da celula 
hospedeira fosforila o dominio intracelular 
de Tir em tirosinas. A Tir fosforilada re- 
cruta proteinas da celula hospedeira 
(incluindo uma proteina adaptadora, uma 
proteina WASp e o complexo Arp 2/3), 
que leva a polimerizagao da actina (ver 
Figura 16-16). Consequentemente, uma 
rede ramificada de filamentos de actina 
reune-se embaixo da bacteria, formando 
urn pedestal de actina (Animagao 23.4). 

(B) EPEC em urn pedestal. Nesta microgra- 
fia de fluorescencia, o DNA da EPEC e da 
celula hospedeira esta marcado em azul, 

a proteina Tir em verde e os filamentos de 
actina da celula hospedeira em vermelho. 
0 detalhe mostra uma visao ampliada das 
duas bacterias superiores em pedestais. (B, 
de D. Goosney et al., Annu. Rev. Cell Dev 
Biol. 16:173-189, 2000. Com permissao 
de Anual Reviews.) 


epitelio respiratorio e contorna o mecanismo normal que limpa o trato respiratorio, expres- 
sando adesinas que se ligam a celulas epiteliais ciliadas. A bacteria aderente produz toxinas, 
que, por fim, provocarao a morte da celula ciliada, comprometendo a capacidade do hospe¬ 
deiro de eliminar a infecgao. A mais conhecida delas e a toxina pertussis , que, assim como a 
toxina da colera, discutida antes, possui uma subunidade A que ADP-ribosila a subunidade 
a da proteina G i; inibindo a proteina G de superexpressar a atividade de adenililciclase da 
celula hospedeira, aumentando, assim, a produgao de AMP ciclico (ver Figura 23-6). A toxi¬ 
na tambem interfere com a via quimiotatica que os neutrofilos usam para cagar e eliminar 
as bacterias invasoras (ver Figuras 16-3 e 16-86). A colonizagao do trato respiratorio com B. 
pertussis causa tosse grave, que colabora com a disseminagao da infecgao. 

Nem todos os patogenos extracelulares que colonizam um epitelio exercem seus 
efeitos por meio de toxinas. A E. coli enteropatogenica (EPEC), que causa diarreia em 
criangas pequenas, usa um sistema de secregao do tipo III (ver Figura 23-7) para liberar 
sua propria proteina receptora especial (chamada Tir ) na membrana plasmatica de uma 
celula epitelial do intestino do hospedeiro (Figura 23-16). O dominio extracelular de Tir 
liga-se a proteina de superficie bacteriana intimina , levando a polimerizagao da actina na 
celula hospedeira, que resulta na formagao de uma protrusao singular na superficie celu- 
lar denominada pedestal; isso empurra a bacteria fortemente aderida cerca de 10 jim da 
membrana celular do hospedeiro, promovendo o movimento bacteriano pela superficie 
celular. Uma estrategia semelhante e usada pelo virus vaccinia (o virus que foi usado como 
vacina para erradicar a variola) para formar pedestais moveis, que auxiliam na dissemina¬ 
gao do virus de celula para celula. O estudo de como a EPEC e o virus vaccinia promovem a 
polimerizagao da actina foi de grande importancia para que entendessemos como as vias 
de sinalizagao intracelular regulam o citoesqueleto em celulas normais e nao infectadas 
(discutido no Capitulo 16). Embora a formagao de pedestais promova a disseminagao des¬ 
ses patogenos, os sintomas da infecgao por EPEC (diarreia grave) sao causados pela perda 
de microvilosidades absorventes e pelo rompimento de vias de sinalizagao em celulas epi¬ 
teliais, que sao desencadeadas pela Tir e por outras proteinas efetoras. 

Os patogenos intracelulares possuem mecanismos tanto para a 
penetragao quanto para a safda das celulas hospedeiras 

Muitos patogenos precisam entrar nas celulas hospedeiras para causar doenga. Tais pa¬ 
togenos intracelulares incluem todos os virus e muitas bacterias e protozoarios. Cada 
um deles possui um lugar preferido para replicagao e sobrevivencia dentro das celulas 
hospedeiras. As bacterias e os protozoarios multiplicam-se ou no citosol ou dentro de 
um compartimento protegido por membrana. Enquanto a maioria dos virus de RNA se 
replica no citosol, a maioria dos virus de DNA se multiplica no nucleo. A vida no interior 
de uma celula hospedeira possui varias vantagens. Os patogenos nao sao acessiveis a 
anticorpos nem sao alvos faceis para celulas fagociticas (discutido no Capitulo 24); alem 
disso, as bacterias intracelulares e os protozoarios estao inseridos em um ambiente nu- 
tricionalmente rico, e os virus tern acesso a maquinaria biossintetica da celula hospe- 
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deira para a sua reprodugao. Esse estilo de vida, no entanto, exige que o patogeno tenha 
mecanismos para penetrar na celula hospedeira, para localizar um ambiente subcelular 
adequado onde ele podera se replicar, bem como para sair da celula infectada para dis- 
seminagao da infecgao. A seguir, consideraremos algumas das diversas maneiras utiliza- 
das por patogenos intracelulares especificos para modificar a biologia da celula hospe¬ 
deira e satisfazer suas necessidades. 

Os virus ligam-se a receptores virais na superficie da celula 
hospedeira 

O primeiro passo para qualquer patogeno intracelular e a adesao a superficie da celula hos¬ 
pedeira alvo. Os virus fazem isso ligando protemas de superficie virais a receptores virais 
dispomveis na celula hospedeira. O primeiro receptor viral identificado foi uma protema de 
superficie de E. coli que e reconhecida pelo bacteriofago lambda; a protema normalmente 
funciona transportando o agucar maltose de fora da bacteria para o interior, onde e usado 
como fonte de energia. Entretanto, os receptores nao precisam ser protemas: uma protema 
do envelope do herpes-virus simples, por exemplo, liga-se a proteoglicanos de sulfato de 
heparana (discutido no Capitulo 19) na superficie de algumas celulas de hospedeiros ver- 
tebrados, e o virus simio 40 (SV40) se liga a um glicolipideo. A especifidade de interagoes 
virus-receptor serve, com frequencia, como uma barreira que impede a disseminagao de 
um determinado virus de uma especie para outra. Adquirir a capacidade de ligar-se a um 
novo receptor costuma exigir varias alteragoes em um virus, mas ela pode ser fundamental 
ao permitir a transmissao entre especies, que pode resultar em novos surtos de doengas. 

Os virus que infectam celulas animais em geral exploram moleculas receptoras 
de superficie celular que sao ubiquas (como os oligossacarideos contendo acido siali- 
co, usados pelo influenzavirus) ou encontradas unicamente naqueles tipos celulares nos 
quais o virus se replica (como as protemas especificas de neuronio usadas pelo virus da 
raiva). Embora um virus costume utilizar um unico tipo de receptor de celula hospedei¬ 
ra, alguns virus usam mais de um tipo. Um exemplo importante e o HIV-1, que requer 
dois tipos de receptores para invadir uma celula hospedeira. O seu receptor principal e 
a molecula CD4, uma protema da superficie celular de celulas T auxiliares e macrofagos 
que esta envolvida no reconhecimento imune (discutido no Capitulo 24). Esse virus tam- 
bem requer um correceptor, que e CCR5 (um receptor para p-quimiocinas) ou CXCR4 
(um receptor para a-quimiocinas), dependendo da variante do virus; os macrofagos sao 
suscetiveis apenas a variantes do HIV que utilizam CCR5 para invadir, enquanto as celu¬ 
las T auxiliares sao infectadas de maneira mais eficiente por variantes que usam CXCR4 
(Figura 23-17). Os virus que sao encontrados nos primeiros meses apos a infecgao pelo 
HIV quase invariavelmente usam CCR5, o que explica por que individuos que possuem 
o gene CCR5 defeituoso sao menos suscetiveis a infecgao por HIV. Nos estagios mais tar- 
dios da infecgao, os virus em geral passam a usar CXCR4 ou adaptam-se para usar ambos 
os correceptores pelo acumulo de mutagoes; dessa maneira, os virus podem mudar os 
tipos celulares que eles infectam a medida que a doenga avanga. Pode parecer paradoxal 
que os virus infectem celulas imunes, assim como poderiamos esperar que a ligagao dos 
virus desencadearia uma resposta imune; mas a invasao em uma celula imune pode ser 



Macrofago Celula T auxiliar 


Figura 23-17 Receptor e correceptores 
para o HIV. Todas as linhagens de HIV ne- 
cessitam do CD4 como receptor principal. 
No inicio de uma infecgao, a maioria dos 
virus utiliza CCR5 como correceptor, o que 
Ihes permite infectar os macrofagos e seus 
precursores, os monocitos. A medida que 
a doenga progride, variantes mutantes 
surgem usando, agora, o CXCR4 como 
um correceptor, permitindo que os virus 
infectem as celulas T auxiliares de maneira 
eficiente. 0 ligante natural de receptores 
de quimiocinas (Sdfl para CXCR4; Rantes, 
Mipla, ou Mip 1 p para CCR5) bloqueia 
a fungao dos correceptores e impede a 
invasao viral. 
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uma forma util de um virus enfraquecer a resposta imune e permanecer no interior do 
hospedeiro, infectando outras celulas imunes. 

Os virus penetram as celulas hospedeiras por fusao de 
membrana, formagao de poros ou rompimento da membrana 

Apos o reconhecimento e ligagao a superficie celular do hospedeiro, o virus deve inva- 
dir a celula para multiplicar-se. Alguns virus envelopados invadem a celula hospedeira 
fundindo o seu envelope com a membrana plasmatica. A maioria dos virus, sejam os 
envelopados ou os nao envelopados, ativa vias de sinalizagao na celula que induzem 
endocitose, em geral por meio de fossas revestidas por clatrina (ver Figura 13-7), levando 
a internalizagao em endossomos. Virus grandes que nao cabem nas vesiculas contendo 
clatrina, como os poxvirus, costumam entrar nas celulas por macropinocitose, um pro- 
cesso pelo qual a membrana enovela-se e aprisiona fluido nos macropinossomos (ver 
Figura 13-50). Uma vez no interior dos endossomos, a fusao do envelope viral ocorre a 
partir do lado luminal da membrana do endossomo. O mecanismo de fusao da mem¬ 
brana mediado por glicoprotemas virais possui semelhangas com a fusao de membrana 
mediada por SNARE durante o trafego normal vesicular (discutido no Capitulo 13). 

Os virus envelopados regulam a fusao a fim de assegurar-se de que eles fusionem so- 
mente com a membrana celular de um hospedeiro apropriado e para impedir a fusao com 
outro. Para virus como o HIV-1 que se funde em pH neutro com a membrana plasmatica 
(Figura 23-18A), a ligagao a receptores ou correceptores leva, em geral, a uma alteragao 
conformacional em uma proteina do envelope viral que expressa um peptideo de fusao 
normalmente “enterrado no interior da proteina” (ver Figura 13-21). Outro virus envelo- 
pado, como o virus da influenza A, somente se fusiona com a membrana da celula hos¬ 
pedeira apos a endocitose (Figura 23-18B); nesse caso, costuma ser o ambiente acido do 
endossomo tardio que desencadeia a mudanga conformacional das proteinas virais que 


Figura 23-18 Quatro estrategias de en- 
trada viral. (A) Alguns virus envelopados, 
como o HIV, fundem-se diretamente com a 
membrana plasmatica da celula hospedei¬ 
ra e liberam o seu genoma de RNA ( azuf) e 
proteinas do capsideo ( marrom ) no citosol. 

(B) Outros virus envelopados, como o 
influenzavirus, ligam-se, primeiramente, a 
receptores de superficie celular, levando a 
endocitose mediada por receptor; quando 
o endossomo se acidifica, o envelope viral 
funde-se com a membrana endossomica, 
liberando o genoma de RNA viral {azuf) e 
proteinas do capsideo ( marrom ) no citosol. 

(C) 0 poliovirus, um virus nao envelopado, 
induz endocitose mediada por receptor e 
forma, assim, um poro na membrana do 
endossomo para expulsar o seu genoma 
de RNA {azuf) no citosol. (D) 0 adenovirus, 
outro virus nao envelopado, utiliza uma 
estrategia mais complexa: ele induz endo¬ 
citose mediada por receptor, rompendo 

a membrana endossomica, liberando o 
capsideo e seu genoma de DNA no citosol; 
o virus por fim encontra um poro nuclear 
e libera o seu DNA ( vermelho) diretamente 
no nucleo (Animagao 23.5). 
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ira expor o peptideo de fusao. O H + bombeado para dentro do endossomo primario possui 
outro efeito; ele entra no virion influenza por um canal ionico no envelope celular e causa 
alteragoes no capsideo viral. Esses passos iniciadores permitem que o capsideo “se des- 
monte” uma vez liberado no citosol apos fusao viral com a membrana endossomica tardia. 

Virus nao envelopados usam diferentes estrategias para invadir celulas hospedei- 
ras - estrategias que nao se baseiam em fusao da membrana. O poliovirus, causador da 
poliomielite, liga-se a um receptor de superficie celular, causando endocitose mediada 
por receptor (ver Figura 13-52) e uma mudanga conformacional na particula viral. A mo- 
dificagao conformacional expoe uma projegao hidrofobica em uma das proteinas do cap¬ 
sideo, a qual se insere na membrana do endossomo para formar um poro. O genoma viral 
de RNA entra, assim, no citosol atraves de um poro, deixando o capsideo no endossomo 
(Figura 23-18C). Outros virus nao envelopados como o adenovirus rompem a membra¬ 
na do endossomo apos a sua captagao por endocitose mediada por receptor. Uma das 
proteinas liberadas do capsideo provoca a lise da membrana do endossomo, liberando 
os virus remanescentes no citosol. Durante o trafego endossomico e o subsequente trans¬ 
pose no citosol, o adenovirus inicia multiplos passos de “descapamento” que removem, 
sequencialmente, proteinas estruturais e deixam as particulas virais prontas para liberar o 
seu DNA no nucleo atraves de complexos de poros nucleares (Figura 23-18D). 

As bacterias penetram as celulas hospedeiras por fagocitose 

As bacterias sao muito maiores do que os virus - grandes demais para serem capturadas 
atraves de poros ou por endocitose mediada por receptor. Em vez disso, elas entram nas 
celulas hospedeiras por fagocitose, que e uma fungao normal de fagocitos como neutro- 
filos, macrofagos e celulas dendriticas (discutido no Capitulo 24). Esses fagocitos vigiam 
os tecidos do corpo e internalizam e destroem microbios; entretanto alguns patogenos 
bacterianos intracelulares como M. tuberculosis usam isso em proveito proprio e desen- 
volveram mecanismos para sobreviver e multiplicar-se no interior de macrofagos. 

Alguns patogenos bacterianos podem invadir celulas hospedeiras que sao, nor- 
malmente, nao fagociticas. Uma forma pela qual eles fazem isso e expressando uma 
proteina de invasao que se liga com alta afinidade a um receptor da celula hospedeira, 
em geral uma proteina de adesao celula-celula ou celula-matriz (discutido no Capitulo 
19). Por exemplo, Yersinia pseudotuberculosis (uma bacteria que causa diarreia e e um 
parente proximo da bacteria Y. pestis ) expressa uma proteina chamada invasina, que 
possui um motivo RGD semelhante ao da fibronectina e, da mesma forma, e reconheci- 
do por integrinas (3 X da celula hospedeira (ver Figura 19-55). Listeria monocytogenes, que 
causa uma forma de intoxicagao alimentar rara porem grave, invade celulas hospedei¬ 
ras expressando uma proteina que se liga a proteina de adesao celula-celula caderina-E 
(ver Figura 19-6). Para ambas as especies bacterianas, a ligagao das proteinas de inva¬ 
sao bacterianas as proteinas de adesao da celula hospedeira estimula a sinalizagao por 
membros da familia Rho de GTPases pequenas (discutido no Capitulo 16). Isso, por sua 
vez, ativa proteinas da familia WASp e o complexo Arp 2/3, levando a polimerizagao da 
actina no sitio da ligagao bacteriana. A polimerizagao da actina, junto com a montagem 
do revestimento de clatrina (ver Figura 13-6), leva ao avango da membrana plasmatica 
da celula hospedeira sobre a superficie adesiva do microbio, resultando na fagocitose da 
bacteria - um processo conhecido como mecanismo ziper de invasao (Figura 23-19A). 

Uma segunda via por meio da qual as bacterias podem invadir celulas nao fago¬ 
citicas e conhecida como mecanismo degatilho (Figura 23-19B). Ela e usada por varios 
patogenos que causam intoxicagao alimentar, incluindo S. enterica, e e iniciada quando 
a bacteria injeta uma serie de moleculas efetoras no citosol da celula hospedeira por 
meio de um sistema de secregao do tipo III (ver Figura 23-7). Algumas dessas moleculas 
efetoras ativam proteinas da familia Rho, que, por sua vez, estimulam a polimerizagao 
de actina, conforme ja discutido. Outras proteinas efetoras bacterianas interagem com 
elementos do citoesqueleto da celula hospedeira mais diretamente, nucleando e estabi- 
lizando os filamentos de actina, e causando rearranjos nas proteinas de ligagao cruzada a 
actina. O efeito geral e a formagao de espagos rugosos na superficie da celula hospedeira 
(Figura 23-19CeD), que se enovela e engloba a bacteria por um processo que se asse- 
melha a macropinocitose. A aparencia de celulas sendo invadidas usando o mecanismo 
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Figura 23-19 Mecanismos usados pe- 
las bacterias para induzir fagocitose 
pelas celulas hospedeiras que sao 
normalmente nao fagodticas. (A) No 

mecanismo de ziper, as bacterias expres- 
sam uma proteina de invasao que se liga 
com alta afinidade a um receptor de celula 
hospedeira, que em geral e uma proteina 
de adesao celula-celula ou celula-matriz. 
(B) No mecanismo de gatilho, as bacterias 
injetam um grupo de moleculas efetoras 
no citosol da celula hospedeira por um sis- 
tema de secregao do tipo III chamado SPI1 
(ilha de patogenicidade 1 em Salmonella), 
induzindo o enrugamento da membrana. 
Ambos os mecanismos, de ziper e gatilho, 
levam a polimerizagao da actina no sftio 
da fixagao bacteriana mediante ativagao 
de GTPases pequenas da famflia Rho e 
complexos Arp 2/3. (C) Micrografia eletro- 
nica de varredura mostrando um estagio 
precoce da invasao de Salmonella enterica 
pelo mecanismo de gatilho. As bacterias 
(<amarelo) sao mostradas cercadas por uma 
pequena onda de membrana (Ruffle). 

(D) Micrografia fluorescente mostrando 
que as grandes ondas que engolfam a 
Salmonella sao ricas em actina. A bacteria 
e marcada em verde, e os filamentos de 
actina, em vermelho ; por causa da sobre- 
posigao das cores, a bacteria aparece em 
amarelo. (C, de Rocky Mountain Labora¬ 
tories, NIAID, NIH; D, de J.E. Galan, Annu. 
Rev. Cell Dev. Biol. 17:53-86, 2001. Com 
permissao de Annual Reviews.) 
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de gatilho e semelhante ao enrugamento induzido por alguns fatores de crescimento 
extracelular, sugerindo que a celula explora vias de sinalizagao intracelulares normais. 


Os parasitas eucarioticos intracelulares invadem de forma ativa a 
celula hospedeira 

A internalizagao de virus e bacterias nas celulas hospedeiras e realizada, em grande par¬ 
te, pelo hospedeira, e o patogeno e um participante relativamente passivo. Ao contrario, 
os parasitas eucarioticos intracelulares, que costumam ser muito maiores do que outros 
tipos de patogenos intracelulares, invadem as celulas hospedeiras usando diversas vias 
complexas que em geral necessitam de gasto energetico pelo parasita. 

O Toxoplasma gondii, um parasita de gatos que pode causar serios problemas ao 
infectar humanos, e um exemplo bastante instrutivo. Quando esse protozoario entra 
em contato com uma celula hospedeira, sobressai uma estrutura incomum baseada em 
microtubulo denominada conoide, que facilita a entrada na celula hospedeira (Figura 
23-20). A energia para a invasao parece vir da polimerizagao da actina no parasita, e nao 
do citoesqueleto do hospedeira, e o processo de invasao tambem requer, pelo menos, 
uma proteina motora de miosina incomum do parasita (Classe XIV; ver Figura 16-40). 
No ponto de contato, o parasita descarrega protemas efetoras de organelas secretoras na 
celula hospedeira, e tais protemas atuam sobre varias vias do hospedeira para permitir a 
invasao, bloquear respostas imunes inatas e promover a sobrevivencia. Assim que o pa¬ 
rasita se movimenta na celula hospedeira, uma membrana derivada da membrana plas- 
matica da celula hospedeira o rodeia. Notavelmente, o parasita remove protemas trans- 
membrana do hospedeira da membrana ao redor assim que ela se forma, de modo que 
o parasita esteja protegido em um compartimento fechado por membrana que nao se 
funde com os lisossomos e nao participa nos processos de movimentagao da membra¬ 
na da celula hospedeira (ver Figura 23-20). A membrana especializada e seletivamente 
porosa: ela permite ao parasita captar metabolitos intermediaries pequenos e nutrientes 
do citosol da celula hospedeira, mas exclui macromoleculas. Os parasitas causadores da 
malaria invadem os globulos vermelhos humanos usando um mecanismo semelhante. 
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O protozoario Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas no Mexico e nas 
Americas Central e do Sul, utiliza duas estrategias de invasao alternativas. Em uma via 
dependente de lisossomo, o parasita liga-se a receptores da superficie da celula hospe- 
deira, induzindo um aumento local no Ca 2+ no citosol da celula hospedeira. O sinal de 
Ca 2+ recruta lisossomos ao local de ligagao do parasita, e os lisossomos fundem-se com 
a membrana plasmatica da celula hospedeira, permitindo o acesso rapido dos parasitas 
ao compartimento lisossomico (Figura 23-21). Em uma via independente de lisossomo, o 
parasita penetra a membrana plasmatica da celula hospedeira induzindo a invaginagao 
da membrana, sem o recrutamento de lisossomos. 


Figura 23-20 O cido de vida do parasi¬ 
ta intracelular Toxoplasma gondii. 

(A) Apos ligagao a celula hospedeira, T. 
gondii usa o seu conoide para injetar 
proteinas efetoras que facilitam a invasao. 
A medida que a membrana plasmatica da 
celula hospedeira invagina-se para cercar o 
parasita, ela, de alguma forma, remove as 
proteinas normais de membrana da celula 
hospedeira, a fim de que o compartimento 
(mostrado em vermelho) nao se funda 
com os lisossomos. Apos varios ciclos de 
replicagao, o parasita causa o rompimento 
do compartimento e a lise da celula hos¬ 
pedeira, liberando parasitas progenitores 
para infectar outras celulas hospedeiras 
(Animagao 23.6). (B) Micrografia da 
replicagao de T. gondii dentro de um com¬ 
partimento envolvido por membrana (um 
vacuolo) em celulas cultivadas. (B, cortesia 
de Manuel Camps e John Boothroyd.) 



Parasita no vacuolo Nucleo da celula hospedeira 


14 |xm 


1. LIGAgAO NOS RECEPTORES 2. SINAL DE Ca 2+ RECRUTA 3. FUSAO DOS LISOSSOMOS COM 
DA SUPERFICIE CELULAR LISOSSOMOS A MEMBRANA PLASMATICA 

- Via dependente de lisossomo - 


Via independente 
de lisossomo 

l 



Figura 23-21 As duas estrategias alternativas que Trypanosoma cruzi utiliza para invadir celulas hospedeiras. Na via dependente de lisossomo (es- 
querda), T. cruzi recruta lisossomos da celula hospedeira ao seu sitio de fixagao na celula hospedeira. Os lisossomos fusionam-se com a membrana citoplasmati- 
ca invaginada para criar um compartimento intracelular construido quase exclusivamente de membranas lisossomicas. Apos um pequeno pehodo no vacuolo, o 
parasita secreta uma proteina formadora de poros que rompe a membrana circundante, permitindo assim que o parasita escape para o interior do citosol da ce¬ 
lula hospedeira e prolifere. Na via independente de lisossomo (direita), o parasita induz a invaginagao da membrana plasmatica sem recrutar lisossomos; assim, 
os lisossomos fusionam-se com o endossomo antes de o parasita escapar para o citosol. 
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Figura 23-22 As escolhas enfrentadas 
por um patogeno intracelular. Apos a 
entrada na celula, em geral por fagocitose 
no interior de um compartimento delimi- 
tado por uma membrana, os patogenos 
intracelulares podem usar uma de tres 
estrategias para sobreviver e replicar. 
Incluidos no grupo de patogenos que se- 
guem a estrategia (1) estao todos os virus, 
Trypanosoma cruzi, Listeria monocyto¬ 
genes e Shigella flexneri. Os que seguem 
a estrategia (2) incluem Mycobacterium 
tuberculosis e Legionella pneumophila. Ja 
os que seguem a estrategia (3) incluem 
Salmonella enterica, Coxiella burnetii e 
Leishmania. 



IMPEDEM AFUSAO 
COM LISOSSOMOS 


Alguns patogenos intracelulares escapam do fagossomo para o 
citosol 

Os parasitas intracelulares recem-discutidos suscitam um problema geral de todos os 
patogenos intracelulares, incluindo virus, bacterias e parasitas eucariotos: eles devem 
encontrar um compartimento celular no qual possam se replicar. Apos sua endocitose 
por uma celula hospedeira, eles geralmente se encontram em um compartimento en- 
dossomico, que, em condigoes normais, fundiria-se com os lisossomos, formando ofa- 
golisossomo - um lugar perigoso para os patogenos. Para sobreviver, os patogenos usam 
varias estrategias. Alguns escapam do compartimento endossomico antes de tal fusao. 
Outros permanecem nos compartimentos endossomicos mas os modificam a fim de nao 
mais se fundirem com os lisossomos. Outros ainda evoluiram para enfrentar as duras 
condigoes no fagolisossomo (Figura 23-22). 

O T. cruzi utiliza a via de escape secretando uma toxina formadora de poro que 
lisa a membrana do lisossomo, liberando o parasita no citosol da celula hospedeira (ver 
Figura 23-21). A bacteria L. monocytogenes usa uma estrategia semelhante. Apos a fa¬ 
gocitose pelo mecanismo ziper, ela secreta uma protema chamada listeriolisina O, que 
rompe a membrana fagossomica, liberando a bacteria para o citosol (Figura 23-23). 

Muitos patogenos alteram o trafego de membrana da celula 
hospedeira para sobreviver e se replicar 

A sobrevivencia e a reprodugao de muitos patogenos intracelulares exigem que eles 
modifiquem o trafego de membrana (vesicular) da celula hospedeira. Eles podem, por 
exemplo, impedir a fusao normal dos endossomos com os lisossomos, ou adaptar-se 
para resistir ao conteudo antimicrobiano dos lisossomos. Os patogenos intracelulares 



Figura 23-23 O escape de Listeria monocytogenes mediante destruigao seletiva da membrana fagosso¬ 
mica. A bacteria liga-se a caderina-E na superficie das celulas epiteliais do hospedeira e induz sua propria captagao 
usando o mecanismo de ziper (ver Figura 23-19A). Dentro do fagossomo, a bacteria secreta a proteina listeriolisina 
0, que e ativada em pH < 6 e forma oligomeros na membrana do fagossomo, criando, assim, grandes poros e, por 
fim, rompendo a membrana. Uma vez no citosol da celula hospedeira, a bacteria comega a se replicar e continua 
a secretar listeriolisina 0; ja que o pH no citosol e > 6, a listeriolisina 0 e inativa e tambem rapidamente degradada 
por proteassomos. Desse modo, a membrana plasmatica da celula hospedeira permanence intacta. 
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Figura 23-24 Modificagoes no trafego 
de membrana das celulas hospedeiras 
pela agao de patogenos bacterianos. 

Patogenos bacterianos intracelulares, 
como Mycobacterium tuberculosis, Salmo¬ 
nella enterica e Legionella pneumophila, 
replicam-se em compartimentos fechados 
por membranas, mas tais compartimentos 
sao diferentes. M. tuberculosis permanece 
em urn compartimento que tern marcado- 
res de endossomos primarios e continua a 
se comunicar com a membrana plasmatica 
via vesiculas de transporte. 5. enterica se 
replica em urn compartimento que possui 
marcadores de endossomos tardios e nao 
se comunica com a membrana plasmatica. 
L. pneumophila se replica em urn compar¬ 
timento incomum envolto pela membrana 
do reticulo endoplasmatico (RE) rugoso 
e comunica-se com o RE por vesiculas de 
transporte. TGN, rede trans Golgi. 


tambem devem fornecer uma via para transportar nutrientes do citosol do hospedeiro 
ate seu compartimento de escolha. 

Patogenos diferentes possuem estrategias diferentes para alterar o trafego de 
membrana da celula hospedeira (Figura 23-24). M. tuberculosis impede a maturagao do 
endossomo primario que contem a bacteria, de modo que o endossomo nunca acidifica 
ou adquire as outras caracteristicas de um endossomo maduro ou lisossomo. Tal estra- 
tegia requer a atividade do seu sistema de secregao do tipo VII, assim como produtos 
lipidicos micobacterianos que mimetizam lipideos do hospedeiro e influenciam o tra¬ 
fego vesicular. Os fagossomos contendo S. enterica, ao contrario, acidificam e adquirem 
marcadores de endossomos maduros/tardios e lisossomos, mas as bacterias diminuem 
o processo de maturagao fagossomica. Elas fazem isso injetando protemas efetoras por 
meio de um segundo sistema de secregao do tipo III. Esses efetores ativam protemas 
motoras cinesinas do hospedeiro a puxar tubulos da membrana para fora do fagossomo 
ao longo de microtubulos citoplasmaticos, formando um compartimento especializado 
chamado de vacuolo contentor de Salmonella (Figura 23-25). 

Outras bacterias parecem encontrar abrigo em compartimentos intracelulares 
diferentes daqueles do sistema endocitico comum. Um exemplo e a Legionella pneu¬ 
mophila, identificada pela primeira vez como patogeno humano em 1976, quando foi 
constatada como causa de um tipo de pneumonia conhecido por doenga dos legiona- 
rios. L. pneumophila e normalmente um parasita de amebas de agua doce, mas costu- 
ma ser disseminada para humanos por meio de sistemas de ar condicionado central, 
que abrigam amebas infectadas e produzem microgoticulas de agua facilmente inala- 



Figura 23-25 Salmonella enterica 
residindo em um compartimento 
fagossomico modificado chamado 
vacuolo contentor de Salmonella. 

Essas bacterias invadem as celulas hospe¬ 
deiras usando um sistema de secregao do 
tipo III SPI1 para injetar proteinas efetoras 
que induzem os mecanismos de gatilho 
de entrada de microbios ilustrados na 
Figura 23-19B. (A) Apos a sua entrada em 
um fagossomo, a bacteria inativa o seu 
sistema de secregao do tipo III SPI1 e ativa 
o seu sistema de secregao do tipo III SPI2 
para injetar diferentes proteinas efetoras, 
que remodelam o fagossomo em um va¬ 
cuolo contentor de Salmonella. Uma das 
proteinas efetoras injetadas ativa proteinas 
motoras cinesinas do hospedeiro para 
puxar tubulos de membrana para fora em 
diregao as extremidades, alem dos micro¬ 
tubulos (ver Figura 16-42). (B) Micrografia 
de fluorescencia mostrando 5. enterica em 
um vacuolo contentor de Salmonella. As 
bacterias estao em verde, os microtubulos 
em vermelho, e o nucleo em azul. (B, cor- 
tesia de Stephane Meresse.) 
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Figura 23-26 Legionella pneumophila habitando um compartimento com caracteristicas semelhantes 
aquelas do reticulo endoplasmatico (RE) rugoso. (A) Micrografia eletronica mostrando uma estrutura enro- 
lada incomum que a bacteria Legionella pneumophila induz na superffcie de um fagocito durante o processo de 
invasao. Alguns outros patogenos, incluindo a bacteria Borrelia burgdorferi, que causa a doenga de Lyme, o pa- 
togeno eucarioto Leishmania e a levedura Candida albicans, tambem podem invadir celulas usando esse tipo de 
fagocitose por enrolamento. (B) Apos a invasao, L. pneumophila usa o seu sistema de secregao do tipo IV para 
secretar proteinas efetoras que bloqueiam a fusao do fagossomo-endossomo e a maturagao do fagossomo. 

Ela tambem secreta proteinas efetoras que promovem a fusao do fagossomo com as vesiculas derivadas do RE, 
criando, assim, um vacuolo contentor de Legionella, com caracterfsticas semelhantes ao RE rugoso. (A, de M.A. 
Horwitz, Cell 36:27-33, 1984. Com permissao de Elsevier.) 


das. Uma vez nos pulmoes, as bacterias sao internalizadas por macrofagos por um pro¬ 
cesso incomum chamado de fagocitose de enrolamento (Figura 23-26A). A L. pneu¬ 
mophila usa um sistema de secregao do tipo IV para injetar proteinas efetoras dentro 
do fagocito que modulam a atividade de proteinas que regulam o movimento de vesi¬ 
culas, incluindo proteinas SNARE e GTPases pequenas da familia Rab e Arf (discutido 
no Capitulo 13). As proteinas efetoras, desse modo, impedem a fusao do fagossomo 
com os endossomos e promovem sua fusao com vesiculas derivadas do reticulo en¬ 
doplasmatico, convertendo o fagossomo em um compartimento que se assemelha ao 
reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 23-26B). 

Os virus tambem podem alterar o trafego de membrana da celula hospedeira. 
Os virus envelopados usam a membrana da celula hospedeira para adquirir seu pro- 
prio envelope de membrana. Nos casos mais simples, as glicoproteinas codificadas 
pelo virus sao inseridas na membrana do reticulo endoplasmatico e seguem a via se- 
cretora ao longo do aparelho de Golgi ate a membrana plasmatica; as proteinas do 
capsideo viral e genoma montam-se em nucleocapsideos, que adquirem seu envelope 
conforme eles brotam da membrana plasmatica (ver Figura 23-12). Esse mecanismo 
e usado por muitos virus envelopados, incluindo o HIV-1. Outros virus envelopados 
como herpes-virus e virus vaccinia adquirem seus envelopes lipidicos de maneiras 
mais complexas (Figura 23-27). 

Os virus e as bacterias utilizam o citoesqueleto da celula 
hospedeira para seus movimentos intracelulares 

Como ja mencionado, muitos patogenos escapam ao citosol em vez de permanecerem 
em um compartimento fechado por membrana. O citosol das celulas de mamiferos e 
extremamente viscoso, contendo muitos complexos de proteinas, organelas e filamentos 
do citoesqueleto, todos eles inibindo a difusao de particulas do tamanho de uma bacte¬ 
ria ou de um nuclecapsideo viral. Dessa forma, para alcangar uma regiao especifica da 
celula hospedeira, um patogeno deve ser movido ativamente la. Tal como acontece com 
o transporte de organelas intracelulares, os patogenos em geral usam o citoesqueleto da 
celula hospedeira para o seu movimento ativo. 
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Figura 23-27 Estrategias complexas 
para a aquisigao do envelope viral. 

(A) Os nucleocapsideos do herpes-virus 
reunem-se no nucleo e em seguida brotam 
atraves da membrana nuclear interna para 
o espago entre as membranas nucleares 
internas e externas, adquirindo uma capa 
de bicamada lipidica. As particulas virais 
entao perdem aparentemente essa capa 
quando se fundem com a membrana do 
reticulo endoplasmatico para escapar ao 
citosol. Na sequencia, os nucleocapsideos 
brotam ate o aparelho de Golgi e brotam 
novamente para o outro lado, adquirindo 
assim dois novos revestimentos de mem¬ 
brana nesse processo. 0 virus entao brota 
da superficie da celula com uma unica 
membrana, visto que sua membrana ex¬ 
terna se fusiona com a membrana celular. 

(B) 0 virus da vaccinia (que e relacionado 
intimamente com o virus que causa a 
variola, sendo usado como vacina contra 
essa doenga) e montado em "fabricas de 
replicagao" no citosol, longe da mem¬ 
brana plasmatica. 0 virion imaturo, com 
uma membrana, e entao cercado por duas 
membranas adicionais, ambas adquiridas 
do aparelho de Golgi por urn mecanismo 
pouco entendido, de "enrolamento", para 
formar o envelope intracelular do virion. 
Apos a fusao da membrana externa com 

a membrana plasmatica da celula hospe- 
deira, o virion extracelular envelopado e 
liberado da celula hospedeira. 


Varias bacterias que se replicam no citosol da celula hospedeira adotaram um ex- 
traordinario mecanismo que depende da polimerizagao da actina para o movimento. 
Essas bacterias incluem os patogenos humanos Listeria monocytogenes, Shigellaflexneri, 
Rickettsia rickettsii (que causa a febre das Montanhas Rochosas) e Burkholderia pseudo¬ 
mallei (que causa melioidose, uma doenga caracterizada por sintomas respiratorios gra¬ 
ves). Baculovirus, um virus de insetos, tambem usa esse mecanismo para movimentos 
intracelulares. Todos esses patogenos induzem a nucleagao e a montagem de filamen- 
tos de actina da celula hospedeira em um polo da bacteria ou virus. Os filamentos cres- 
centes geram forga e empurram os patogenos pelo citosol a velocidades de ate 1 pm/s 
(Figura 23-28). Novos filamentos formam-se atras de cada patogeno e sao deixados para 
tras como um rastro de foguetes a medida que o microbio avanga; os filamentos despo- 
limerizam em um minuto ou quando encontram fatores de despolimerizagao no citosol. 
Para L. monocytogenes e S. flexneri, a bacteria em movimento colide com a membrana 
plasmatica e move-se para fora, induzindo a formagao de longas e finas protrusoes na 
celula hospedeira, com a bacteria no topo. Como mostrado na Figura 23-28, uma celu¬ 
la vizinha frequentemente engloba tais projegoes, permitindo que a bacteria entre no 
citoplasma vizinho sem se expor ao ambiente extracelular, evitando, assim, anticorpos 
produzidos pelo sistema imune adaptativo do hospedeiro. Para B. pseudomallei, o movi¬ 
mento e a colisao da bacteria na membrana plasmatica promovem a fusao celula-celula, 
que serve como um proposito semelhante de evitar o sistema imune ao mesmo tempo 
em que permite a continua replicagao bacteriana. 
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Figura 23-28 O movimento baseado na actina dos patogenos bacterianos dentro e entre as celulas 
hospedeiras. (A) Apos a invasao, os patogenos bacterianos como Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Ri¬ 
ckettsia rickettsii e Burkholderia pseudomallei induzem a montagem das caudas ricas em actina no citoplasma 
da celula hospedeira, que leva ao rapido movimento bacteriano. Para a maioria desses patogenos, as bacterias 
moveis colidem com a membrana plasmatica da celula hospedeira, formando protrusoes cobertas por membra- 
na, que sao engolidas pelas celulas vizinhas - disseminando a infecgao de celula a celula. Ao contrario, para B. 
pseudomallei, as colisoes com a membrana plasmatica promovem a fusao celula-celula, criando urn conduto 
pelo qual as bacterias podem invadir as celulas vizinhas (Anima^ao 23.7). 

Os mecanismos moleculares de montagem de actina induzidos pelo patogeno di- 
ferem para os diferentes patogenos, sugerindo que eles surgiram independentemente 
(Figura 23-29). L. monocytogenes e baculovirus produzem protemas que se ligam dire- 
tamente e ativam o complexo Arp 2/3 para iniciar a formagao de uma cauda de actina e 
movimento (ver Figura 16-16). S. flexneri produz uma protema de superficie nao relacio- 
nada que se liga e ativa N-WASp, que, por sua vez, ativa o complexo Arp 2/3. As especies 
de Rickettsia produzem uma protema que polimeriza diretamente actina mimetizando a 
fungao de protemas forminas do hospedeiro (ver Figura 16-17). 

Muitos patogenos virais dependem primariamente de protemas motoras depen- 
dentes de microtubulos, e nao da polimerizagao da actina, para mover-se no citosol da 
celula hospedeira. Os virus que infectam neuronios, como os herper-virus alfa neurotro- 
ficos, que incluem o virus causador da catapora, sao exemplos importantes. O virus entra 
em neuronios sensoriais nas pontas dos seus axonios, e o transporte axonal retrogrado 
(“para tras”) baseado em microtubulo carrega os nucleocapsideos do axonio ao nucleo. 
O transporte e mediado pela ligagao de protemas do capsideo viral a protema motora 
dineina (ver Figura 16-58). Apos replicagao e montagem no nucleo, os virions envelopa- 
dos sao, entao, carregados por transporte axonal “para frente” pelos microtubulos ate as 
pontas dos axonios, com o transporte sendo mediado pela ligagao de uma protema do 
capsideo viral diferente a uma protema motora cinesina (ver Figura 16-56). Um grande 
mimero de virus associam-se com as protemas motoras dineina ou cinesina para move- 
rem-se pelos microtubulos em alguns estagios de sua replicagao. Como os microtubulos 
servem como faixas orientadas para o transporte vesicular em celulas eucarioticas, nao e 
surpreendente que muitos virus tenham desenvolvido, independentemente, a capacida- 
de de explora-los para seu proprio transporte. 


Os virus podem assumir o controle do metabolismo da celula 
hospedeira 

Os virus usam a maquinaria basica da celula hospedeira para a maior parte dos aspectos de 
sua reprodugao: eles dependem dos ribossomos da celula hospedeira para produzir suas 
protemas, e a maioria usa DNA e RNA-polimerases da celula hospedeira para sua propria 
replicagao e transcrigao. Muitos virus codificam protemas que modificam os mecanismos 
de transcrigao e tradugao para favorecer a sintese de RNA e protemas virais em relagao 
aqueles da celula hospedeira, mudando a capacidade sintetica da celula para a produgao 
de novas particulas virais. O poliovirus, por exemplo, codifica uma protease que cliva, es- 
pecificamente, o componente de ligagao a TATA do TFIID (ver Figura 6-17), desligando a 
transcrigao da maiora dos genes codificadores de protemas da celula hospedeira. O in- 
fluenzavirus produz uma protema que bloqueia o splicing e a poliadenilagao dos transcritos 
de RNA da celula hospedeira, impedindo sua exportagao para o citosol (ver Figura 6-38). 

Os virus tambem alteram a tradugao pelo hospedeiro. O inicio da tradugao para 
a maioria dos mRNAs da celula hospedeira depende do reconhecimento da sua porgao 
5' por fatores de iniciagao de tradugao (ver Figura 6-70). Esse processo de iniciagao e 
inibido, com frequencia, durante a infecgao viral, quando os ribossomos da celula hos¬ 
pedeira podem ser usados de maneira mais eficiente para a sintese das protemas virais. 
Alguns genomas virais codificam endonucleases que clivam a porgao 5' do mRNA da 
celula hospedeira; outros vao alem e usam a porgao 5' liberada da clivagem como inicia- 
dores ( primers ) para sintetizar mRNAs virais, um processo chamado de arrebatamento 
de porgao. Muitos outros genomas virais de RNA codificam proteases que clivam alguns 
fatores de iniciagao de tradugao; esses virus dependem de tradugao independente de 
porgao 5' do seu RNA proprio, usando sitios internos de entrada no ribossomo (IRESs) 
(ver Figura 7-68). 
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Alguns poucos virus de DNA usam a DNA-polimerase da celula hospedeira para 
replicar seu genoma. Infelizmente para esses virus, a DNA-polimerase e expressa em al¬ 
tos niveis apenas durante a fase S do ciclo celular, e a maioria das celulas que esses virus 
infectam passa a maior parte do tempo na fase G r O adenovirus desenvolveu um meca- 
nismo para levar a celula hospedeira para a fase S, a fim de que a celula produza grandes 
quantidades de DNA-polimerase ativa, que, entao, replica o genoma viral; para conse- 
guir isso, o genoma do adenovirus tambem codifica protemas que inativam Rb (ver Figu- 
ra 17-61) e p53 (ver Figura 17-62), dois supressores-chave da progressao do ciclo celular. 
Conforme se pode esperar para mecanismos que estimulem a replicagao de DNA desre- 
gulada, esses virus podem promover, sob algumas circunstancias, o desenvolvimento de 
cancer. Outros virus de DNA, incluindo o poxvirus e mimivirus, codificam suas proprias 
polimerases de DNA e RNA, assim como alguns reguladores de transcrigao, permitindo 
que estes passem por cima de vias comuns do hospedeiro e repliquem-se fora do nucleo. 

Os virus de RNA devem sempre codificar suas proprias protemas de replicagao, 
pois as celulas hospedeiras nao possuem enzimas polimerases que usem RNA como 
molde. Para os virus de RNA com genoma de fita unica, a estrategia de replicagao de- 
pende de o RNA ser um complementar positivo [+], que contem informagao traduzivel 
como mRNA, ou um complementar negativo [ —]. Quando o RNA e positivo [ + ], o geno¬ 
ma viral de entrada e usado para produzir a RNA-polimerase viral e protemas virais; a 
polimerase viral e entao usada para replicar o RNA viral e gerar mRNA para a produgao 
de mais protemas virais. Para os virus com genoma de RNA negativo [-] (como o in- 
fluenzavirus e o virus do sarampo), uma enzima RNA-polimerase e empacotada como 
uma proteina estrutural dos capsideos virais recebidos. 

Retrovirus como o HIV-1, que possuem genoma de RNA positivo [ + ], sao uma 
classe especial de virus de RNA, pois eles carregam consigo uma enzima transcriptase 
reversa viral. Apos a entrada na celula hospedeira, a transcriptase reversa usa o genoma 
de RNA viral como um molde para sintetizar uma copia de DNA de fita dupla do genoma 
viral, que entra no nucleo e integra-se nos cromossomos da celula hospedeira (ver Figura 
5-62). Em seguida, sera descrito como a RNA-polimerase dependente de DNA produz 
genomas virais e protemas. 


Figura 23-29 Mecanismos moleculares 
para a nucleagao da actina por varios 
patogenos bacterianos. Listeria mo¬ 
nocytogenes e Shigella flexneri induzem a 
nucleagao recrutando e ativando o com- 
plexo Arp 2/3 do hospedeiro (ver Figura 
16-16), embora cada uma delas utilize 
uma estrategia de recrutamento diferente: 
L. monocytogenes expressa uma proteina 
de superficie, ActA, que se liga diretamen- 
te e ativa o complexo Arp 2/3; 5. flexneri 
expressa uma proteina de superficie, IcsA 
(nao relacionada a ActA), que recruta a 
proteina do hospedeiro N-WASp, que, 
por sua vez, recruta o complexo Arp 2/3, 
junto com outras proteinas do hospedei¬ 
ro, incluindo WIP (proteina de interagao 
com WASp). Rickettsia rickettsii usa uma 
estrategia completamente diferente; ela 
expressa uma proteina de superficie, Sca2, 
que nucleia diretamente a polimerizagao 
de actina mimetizando a atividade de 
proteinas forminas do hospedeiro. 


Os patogenos podem evoluir rapidamente por variagao 
antigenica 

A complexidade e a especificidade das agoes reciprocas entre patogenos e suas celulas 
hospedeiras poderiam sugerir que a virulencia seria dificil de adquirir por meio de mu- 
tagoes aleatorias. Todavia, novos patogenos estao constantemente surgindo, e velhos pa¬ 
togenos estao constantemente mudando, tornando as infecgoes mais dificeis de prevenir 
ou tratar. Os patogenos apresentam duas vantagens que permitem sua rapida evolugao. 
Primeiro, eles se replicam muito rapidamente, proporcionando uma grande quantidade 
de material sobre a qual a selegao natural pode agir. Se os humanos e os chimpanzes 
apresentam uma diferenga de 2% entre as suas sequencias genomicas apos cerca de 8 
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Figura 23-30 Variagao antigenica em 
tripanossomas. (A) Existem cerca de 
1.000 genes Vsg distintos em Trypanosoma 
brucei, e eles sao expressos um em cada 
momento, a partir dos aproximadamente 
20 possiveis sitios de expressao no geno- 
ma. Para ser expresso, um gene inativo e 
copiado e a copia e movida em um sitio 
de expressao por meio de recombinagao 
de DNA. Cada gene Vsg codifica uma 
proteina (antigeno) de superficie diferente. 
Esses eventos de comutagao permitem 
repetidamente ao tripanossoma mudar o 
antigeno de superficie expresso. (B) Uma 
pessoa infectada com tripanossomas ex- 
pressando uma VSG a produz uma resposta 
protetora de anticorpos, que liquida a 
maioria dos parasitas expressando o anti¬ 
geno. Entretanto, alguns dos tripanosso¬ 
mas terao alterado para a expresao VSG b , 
podendo, agora, proliferar ate que anti¬ 
corpos anti-VSG b os eliminem. Ate la, con- 
tudo, alguns parasitas terao mudado para 
VSG C , e, dessa forma, o ciclo continua. 


milhoes de anos de divergencia evolutiva, o poliovirus atinge a marca de 2% de mudan- 
gas no seu genoma em cinco dias, o tempo aproximado necessario para que o virus passe 
da abertura bucal humana e chegue ao intestino. Segundo, pressoes seletivas atuam ra- 
pidamente nessa variagao genetica. O sistema imune adaptativo do hospedeiro e os far- 
macos antimicrobianos modernos, ambos destruindo os patogenos que nao conseguem 
mudar, sao as principals fontes dessas pressoes seletivas. 

Um exemplo de adaptagao a pressao seletiva imposta pelo sistema imune adapta¬ 
tivo e o fenomeno da variagao antigenica. Uma importante resposta imune adaptativa 
contra muitos patogenos e a produgao de anticorpos que reconhecem especificamente 
os antigenos de superficie dos patogenos (discutido no Capitulo 24). Muitos patogenos 
desenvolveram mecanismos que alteram deliberadamente esses antigenos durante 
o curso da infecgao, permitindo que eles evitem os anticorpos. Alguns parasitas euca- 
rioticos, por exemplo, passam por uma sequencia programada de rearranjo de genes 
que codificam os antigenos de sua superficie. Um exemplo surpreendente ocorre com 
o Trypanosoma brucei , um parasita protozoario que causa a doenga do sono africana e 
e transmitido por moscas tse-tse. ( T. brucei e um parente do T. cruzi - ver Figura 23-21 
- mas ele se replica extracelularmente em vez de intracelularmente.) T. brucei e coberto 
com um unico tipo de glicoprotema, denominada glicoprotema variante de superficie 
(VSG), que suscita no hospedeiro uma resposta protetora de anticorpos que rapidamen- 
te elimina a maioria dos parasitas. O genoma do tripanossoma, entretanto, contem cer¬ 
ca de 1.000 genes Vsg ou pseudogenes, cada um deles codificando uma VSG com uma 
sequencia diferente de aminoacidos. Apenas um desses genes e expresso em um deter- 
minado momento, a partir de um dos aproximadamente 20 possiveis sitios de expressao 
no genoma. Rearranjos genicos que copiam diferentes genes Vsgem sitios de expressao 
alteram repetidamente a proteina VSG exibida na superficie do patogeno. Dessa forma, 
alguns poucos tripanossomas que expressam uma VSG alterada escapam da eliminagao 
inicial mediada pelos anticorpos especificos, replicam-se e sao a causa da recorrencia 
da doenga, levando ao estabelecimento de uma infecgao cronica ciclica (Figura 23-30). 

Os patogenos bacterianos tambem podem mudar rapidamente seus antigenos de 
superficie. Conforme discutido no Capitulo 5, a bacteria Salmonella enterica muda expres¬ 
sando uma das duas versoes da proteina flagelina, o componente estrutural do flagelo bac- 
teriano (ver Figura 23-3D), em um processo chamado de variagao de fase (ver Figura 5-65). 
Especies do genero Neisseria tambem sao campeas nisso. Esses cocos Gram-negativos po¬ 
dem causar meningite e doengas sexualmente transmitidas. Elas sofrem recombinagao ge¬ 
netica de modo muito semelhante aquele descrito para os patogenos eucariotos, o que lhes 
permite variar a proteina pilina que usam para ligar-se as celulas hospedeiras. Mediante 
insergao de uma das multiplas copias silenciadas de variantes de genes pilinas em um locus 
de expressao unico, elas podem expressar muitas versoes levemente diferentes da proteina 
e alterar repetitivamente a sequencia de aminoacidos ao longo do tempo. As bacterias Neis- 
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seria sao, tambem, extremamente habeis em capturar DNA do seu ambiente por meio de 
transformagao natural e incorpora-lo em seu genoma, contribuindo mais ainda para sua 
extraordinaria variabilidade. 0 resultado final dessa variagao consideravel e uma multipli- 
cidade de diferentes composigoes de superficie com a qual confundem o sistema imune 
adaptativo do hospedeiro. Portanto, nao e surpreendente que tenha sido dificil desenvolver 
uma vacina efetiva contra as infecgoes por Neisseria, embora existam, agora, varias que pro- 
tegem contra Neisseria meningitidis, uma causa comum de meningite fatal. 

A replicagao propensa a erros dominou a evolugao viral 

Ao contrario dos rearranjos de DNA em bacterias e parasitas, os virus dependem de um me- 
canismo de replicagao propenso a erro para a variagao antigenica. Genomas retrovirais, por 
exemplo, adquirem em media uma mutagao pontual em cada ciclo de replicagao, porque 
a transcriptase reversa viral (ver Figura 5-62) necessaria para produzir DNA de um genoma 
viral de RNA nao possui a atividade de revisao das DNA-polimerases. Uma infecgao tipica 
por HIV nao tratada produzira genomas de HIV com todas as possiveis mutagoes pontuais. 
Por meio de um processo de mutagao e selegao dentro de cada hospedeiro, a maioria dos 
virus muda durante o tempo - de uma forma que e mais eficiente em infectar macrofa- 
gos para uma mais eficiente em infectar celulas T, como ja descrito (ver Figura 23-17). De 
maneira semelhante, uma vez que o paciente e tratado com um antirretroviral, o genoma 
viral pode rapidamente mutar e ser selecionado para resistencia ao farma- 
co utilizado no tratamento. Notavelmente, apenas cerca de um tergo das 
posigoes de nucleotideos na sequencia codificadora do genoma viral sao 
invariantes, e as sequencias de nucleotideos em algumas partes do geno¬ 
ma, como o gene Env (ver Figura 7-62), podem diferir em ate 30% de um 
isolado de HIV para outro. Essa extraordinaria plasticidade genomica com- 
plica grandemente as tentativas de desenvolver vacinas contra o HIV. Isso 
tambem levou ao rapido surgimento de novas cepas de HIV. Comparagoes 
de sequencias de nucleotideos entre varias cepas de HIV e o bastante se¬ 
melhante virus da imunodeficiencia simia (SIV) isolado de uma variedade 
de especies de macacos sugerem que o tipo mais virulento do HIV, o HIV-1, 
pode ter surgido dos primatas e chegado aos humanos varias vezes inde- 
pendentes, comegando ja em 1908 (Figura 23-31). 

Os influenzavirus sao uma importante excegao a regra de que as 
mutagoes propensas a erros dominaram a evolugao viral. Eles sao inco- 
muns, pois seus genomas consistem em muitas fitas de RNA (em geral 
oito). Quando duas cepas de influenza infectam o mesmo hospedeiro, as 
fitas de RNA das duas cepas podem recombinar-se e formar um novo tipo 
de influenzavirus. Em anos ditos normais, a influenza e uma doenga leve 
em adultos saudaveis, porem pode colocar em risco de morte as criangas 
e os idosos. Diferentes cepas de influenza infectam aves, como patos e 
galinhas, mas apenas um subtipo dessas cepas pode infectar humanos, e 
a transmissao de aves para humanos e rara. Em 1918, entretanto, umava- 
riante particularmente virulenta da influenza aviaria cruzou a barreira de 
especies e infectou humanos, causando a pandemia catastrofica de 1918, 
chamada de gripe espanhola, que provocou a morte de 20 a 50 milhoes 
de pessoas em todo o mundo. Pandemias subsequentes de influenza fo- 
ram desencadeadas por recombinagoes do genoma, nas quais um novo 
segmento de RNA de uma forma aviaria do virus substituiu um ou mais 
dos segmentos de RNA viral de uma forma humana (Figura 23-32). Em 
2009, um novo virus sumo, H1N1, surgiu derivado de genes de influenza¬ 
virus de porcos, aves e humanos. Tais eventos de recombinagao permi- 
tiram que o novo virus se replicasse rapidamente e se disseminasse na 
populagao humana imunologicamente desprotegida. Em geral, dentro 
de 2 a 3 anos, a populagao humana desenvolve imunidade para o novo 
tipo recombinante do virus, e a taxa de infecgao diminui para um estagio 
estacionario. Visto que os eventos recombinatorios nao sao previsiveis, 
nao e possivel saber quando a proxima pandemia de influenza ocorrera 
e quao grave ela sera. 
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Figura 23-31 Diversificagao do HIV-1, do HIV-2 e de cepas 
relacionadas de SIV. 0 HIV compreende diferentes famflias 
virais, todas descendentes do SIV (virus da imunodeficiencia 
simia). Em tres ocasioes distintas, o SIV foi transmitido de um 
chimpanze a um humano, resultando em tres grupos de HIV- 
1: principal (M), anexo (0) e nao M nao 0 (N). O grupo HIV-1 
M e o mais comum e responsavel primariamente pela epide- 
mia mundial de Aids. Em duas ocasioes separadas, o SIV foi 
passado de um macaco para um humano, resultando em dois 
grupos HIV-2. Em 2009, uma nova cepa de HIV foi descoberta, 
e parece ter resultado da passagem do SIV de um gorila para 
um humano. 
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Figura 23-32 Modelo para a evolugao 
da cepa pandemica do influenzavirus 
por recombinagao. 0 virus da influenza 
Aeum patogeno natural de passaros, so- 
bretudo de aves aquaticas, e esta sempre 
presente na populagao de aves selvagens. 
Em 1918, uma forma particularmente 
virulenta do virus cruzou a barreira de 
especies dos passaros para os humanos e 
causou uma epidemia global devastadora. 
Essa amostra foi denominada H1N1, com 
referenda a forma especifica dos seus 
antigenos principals, hemaglutinina (H) 
e neuraminidase (N). Alteragoes no virus 
geraram uma amostra menos virulenta, 
e a ascensao da imunidade adaptativa na 
populagao humana impediu a pandemia 
de continuar em estagoes subsequentes, 
apesar de a cepa HI N1 continuar cau- 
sando casos graves da doenga todos os 
anos, sobretudo em criangas e idosos. Em 
1957, uma nova pandemia surgiu quando 
tres genes foram substituidos por genes 
equivalentes de urn virus de aves (barras 
verdes ); a nova cepa (designada H2N2) 
nao era sensivel aos anticorpos gerados 
pelas pessoas previamente infectadas pela 
cepa H1N1 da influenza. Em 1968, outra 
pandemia foi desencadeada quando os 
dois genes foram substituidos por outro 
gene de um virus de aves; o novo virus foi 
designado H3N2. Em 1977, houve uma 
reemergencia do virus H1N1, que tinha 
sido previamente substituido quase com- 
pletamente pela cepa N2. A informagao 
das sequences moleculares sugere que 
essa pandemia menorfoi causada por 
uma liberagao acidental de uma amostra 
de influenza conservada em laboratorio 
desde 1950. Em 2009, um novo virus 
suino, H1N1, surgiu, e havia obtido cinco 
genes dos influenzavirus de porcos, dois 
dos influenzavirus aviarios e um de um 
influenzavirus humano. Como indicado, 
a maioria das infecgoes humanas por 
influenzavirus, hoje, e causada por cepas 
HIN1 e H3N2. 


Os patogenos resistentes a farmacos sao um problema crescente 

O desenvolvimento de farmacos curativos, em vez de farmacos que previnem as infec¬ 
goes, teve um grande impacto na saude humana. Os antibioticos, que sao bactericidas 
(i.e., matam a bacteria) ou bacteriostaticos (i.e., inibem o crescimento bacteriano sem 
matar), sao a classe de farmacos mais bem-sucedida desse tipo. A penicilina foi um dos 
primeiros antibioticos usados para o tratamento de infecgoes em humanos, em tempo 
de evitar milhares de mortes de indivlduos infectados nos campos de batalha da Segun- 
da Guerra Mundial. Visto que as bacterias (ver Figura 1-17) nao sao intimamente relacio- 
nadas (em termos de evolugao) com os eucariotos que elas infectam, muito da sua ma- 
quinaria basica para replicagao de DNA e transcrigao, tradugao do RNA e metabolismo 
difere daquela dos seus hospedeiros. Tais diferengas permitem o desenvolvimento de 
farmacos antibacterianos que exibam toxicidade seletiva, de modo que eles inibam espe- 
cificamente esses processos na bacteria sem perturba-los no hospedeiro. A maioria dos 
antibioticos usados para tratar infecgoes bacterianas consiste em pequenas moleculas 
que inibem a smtese macromolecular em bacterias tendo como alvo enzimas bacteria¬ 
nas que sao distintas das enzimas dos eucariotos ou estao envolvidas em vias metaboli- 
cas, como biossmtese da parede, ausentes em animais (Figura 23-33 e ver Tabela 6-4). 

Contudo, as bacterias expandem-se continuamente e cepas resistentes aos antibio¬ 
ticos desenvolvem-se rapidamente, com frequencia dentro de poucos anos a partir da in- 
trodugao de um novo farmaco. Do mesmo modo, a resistencia a farmacos e um fenomeno 
comum entre virus quando as infecgoes sao tratadas com agentes antivirais. A populagao 
viral em uma pessoa infectada com HIV tratada com o inibidor da transcriptase reversa 
AZT, por exemplo, ira desenvolver resistencia ao farmaco em um espago de poucos me- 
ses. O protocolo atual de tratamento das infecgoes por HIV envolve o uso simultaneo de 
tres farmacos, o que minimiza a possibilidade de desenvolvimento de resistencia. 

Existem tres estrategias gerais pelas quais um patogeno desenvolve resistencia a 
farmacos: (1) ele pode modificar o alvo molecular do farmaco de forma que o alvo nao 
seja mais sensivel ao farmaco; (2) ele pode produzir uma enzima que modifique ou des- 
trua o farmaco; ou (3) ele pode impedir o acesso do farmaco ao seu alvo, por exemplo, 
langando ativamente o farmaco para fora do patogeno (Figura 23-34). 

Uma vez que um patogeno tenha desenvolvido uma estrategia bem-sucedida de 
resistencia a farmacos, os genes mutados ou adquiridos que conferem a resistencia sao 
com frequencia disseminados pela populagao de patogenos via transference horizon¬ 
tal de genes. Eles podem ate se disseminar entre patogenos de diferentes especies. O 
altamente efetivo porem caro antibiotico vancomicina, por exemplo, e usado como tra¬ 
tamento de ultima escolha para muitas infecgoes graves e adquiridas no hospital causa- 
das por bacterias Gram-positivas que sao resistentes a maioria dos outros antibioticos 
conhecidos. A vancomicina impede um passo da smtese de parede celular bacteriana - a 
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RNA-polimerase 

Rifampicina 

Sfntese proteica, 
inibidores do ribossomo 30S 
Tetraciclina 
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Figura 23-33 Alvos dos antibioti- 
cos. Apesar do numero de antibioticos em 
uso clfnico, eles possuem alvos limitados, 
realgados em amarelo. Alguns antibioticos 
representatives de cada classe estao lista- 
dos. Quase todos os antibioticos usados 
para tratar infeegoes se encontram em 
uma ou outra categoria. A maioria inibe a 
sfntese proteica bacteriana ou a sfntese da 
parede bacteriana. 


ligagao cruzada de cadeias de peptidoglicanos na parede celular bacteriana (ver Figura 
23-3B). Pode ocorrer resistencia se a bacteria sintetizar uma parede celular usando su- 
bunidades diferentes que nao liguem a vancomicina. O tipo mais eficiente de resistencia 
a vancomicina depende da aquisigao de um transposon (ver Figura 5-60) contendo sete 
genes; os produtos desses genes trabalham em conjunto, identificando a presenga da 
vancomicina, desligando a via normal de smtese da parede bacteriana e, por fim, produ- 
zindo uma parede celular diferente. 

Genes de resistencia a farmacos adquiridos por transference horizontal frequen- 
temente vem de reservatorios microbianos do meio ambiente. Quase todos os antibio¬ 
ticos hoje usados para tratar infeegoes bacterianas sao baseados em produtos naturais 
produzidos por fungos ou bacterias. A penicilina, por exemplo, e produzida pelo mofo 
Penicillium, e mais de 50% dos antibioticos usados na atualidade na clinica sao produzi¬ 
dos por bacterias Gram-positivas do genero Streptomyces, que residem no solo. Acredita- 
-se que microrganismos produzam compostos antimicrobianos, muitos dos quais prova- 
velmente existiram na Terra durante centenas de milhoes de anos, como armas usadas 
em competigoes contra outros microrganismos do ambiente. Testes de bacterias isola- 
das de amostras do solo que nunca foram expostas aos antibioticos usados na medicina 
moderna revelam que tais bacterias costumam ser resistentes a sete ou oito antibioticos 
amplamente usados na pratica clinica. Quando microrganismos patogenicos sao expos- 
tos a pressao seletiva causada pelos tratamentos com antibioticos, eles podem, aparente- 
mente, recorrer a essa imensa fonte de material genetico para adquirir resistencia. 

Assim como muitos outros aspectos das doengas infecciosas, o problema da resis¬ 
tencia a farmacos tern sido exacerbado pelo comportamento humano. Muitos pacien- 
tes utilizam antibioticos quando sentem sintomas que em geral sao causados por virus 
(doengas gripais, resfriados, dores de garganta e dores de ouvido) e, nesses casos, tais far¬ 
macos nao tern efeito algum. O uso persistente e inadequado de antibioticos pode, por 
fim, levar ao desenvolvimento de resistencia ao antibiotico na flora normal; essa resis¬ 
tencia pode subsequentemente ser transmitida aos patogenos. Os antibioticos tambem 
sao usados de forma inadequada na agricultura e na pecuaria, onde sao comumente 
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Figura 23-34 Tres mecanismos gerais 
da resistencia aos antibioticos. (A) Uma 

celula bacteriana selvagem nao resistente 
em contato com um farmaco (triangulos 
vermelhos) que se liga a e inibe uma 
enzima essencial ( verde-claro) sera morta 
devido a inibigao enzimatica. (B) Uma 
bacteria que alterou a enzima-alvo do 
farmaco a fim de que o farmaco nao mais 
se ligue a enzima ira sobreviver e proliferar. 
Em muitos casos, ocorre resistencia em 
fungao de mutagoes pontuais no gene que 
codifica a protefna-alvo. (C) Uma bacteria 
que expressa uma enzima ( verde-escuro) 
que degrada ou modifica covalentemente 
o farmaco ira sobreviver e proliferar. Al- 
gumas bacterias resistentes, por exemplo, 
produzem enzimas (3-lactamases, que 
clivam a penicilina e moleculas semelhan- 
tes. (D) Uma bacteria que expressa ou 
super-regula uma bomba de efluxo que 
retira o farmaco do citoplasma bacteriano 
(usando energia derivada da hidrolise de 
ATP ou do gradiente eletroqufmico atraves 
da membrana plasmatica bacteriana) ira 
sobreviver e proliferar. Algumas bombas 
de efluxo, como a bomba de efluxo TetR, 
sao especfficas para um unico farmaco 
(neste caso, tetraciclina), enquanto ou- 
tras, denominadas bombas de efluxo de 
resistencia a multiplas drogas (MDR), sao 
capazes de retirar uma ampla variedade 
de farmacos estruturalmente semelhantes. 
A super-regulagao de uma bomba MDR 
pode tornar uma bacteria resistente a um 
grande numero de antibioticos diferentes 
em um mesmo momento. 












1294 PARTE V As celulas em seu contexto social 


OQUE NAO SABEMOS 

• Quais sao as caracteristicas geneti- 
cas e moleculares que diferenciam 
os patogenos dos membros da mi- 
crobiota humana normal? Como 
o nosso sistema imune consegue 
distinguir entre os dois? 

• Ate que ponto e comum que mo- 
leculas e vias biologicas da celula 
hospedeira sejam sequestradas 
por diferentes microbios? 

• Moleculas de defesa da celula 
hospedeira podem ser mobiliza- 
das pelos farmacos para combater 
infecgoes? 


empregados como aditivos na alimentagao dos animais para promover seu crescimento 
e saiide. Um antibiotico bastante semelhante a vancomicina costumava ser utilizado na 
alimentagao de bovinos na Europa. O aparecimento de resistencia na flora normal des¬ 
ses animais e a explicagao mais aceita para a origem de bacterias resistentes a vancomi¬ 
cina que atualmente ameagam a vida de pacientes hospitalizados. 

Visto que a aquisigao de resistencia a farmacos e quase inevitavel, e fundamental que 
continuemos a desenvolver tratamentos inovadores para as doengas infecciosas. Devemos, 
tambem, tomar outras medidas para retardar o surgimento da resistencia a farmacos. 

Resumo 

Todos os patogenos compartilham a capacidade de interagir com as celulas hospedeiras 
por meio de mecanismos que promovam sua replicagao e disseminagao. Os patogenos 
frequentemente colonizam o hospedeiro pela adesao ou invasao atraves das superficies 
epiteliais que recobrem os pulmoes, o intestino, a bexiga e outras superficies corporais de 
contato direto com o ambiente. Os patogenos intracelulares, incluindo todos os virus e 
muitas bacterias e protozoarios, invadem as celulas hospedeiras usando um de varios me¬ 
canismos. Os virus dependem muito da endocitose mediada por receptores para a invasao 
da celula hospedeira, ao passo que as bacterias exploram afagocitose e as vias de adesao 
celular; em ambos os casos, a celula hospedeira providencia a maquinaria e a energia 
para a invasao. Os protozoarios, ao contrario, empregam estrategias caracteristicas de in- 
vasao, que, normalmente, necessitam de um gasto metabolico significativo por parte do 
invasor. Uma vez no interior, os patogenos intracelulares procuram um compartimento 
celular que seja favoravel a sua sobrevivencia e replicagao, em geral alterando o trafego 
de membrana do hospedeiro e explorando o citoesqueleto da celula hospedeira para mo- 
vimentos intracelulares. Os patogenos evoluem com rapidez, normalmente ocorrendo o 
aparecimento de novas doengas infecciosas e a aquisigao, por parte de agentes de doengas 
infecciosas antigas, de novos mecanismos para escapar das tentativas humanas de trata- 
mento, prevengao e erradicagao. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

23-1 O corpo humano de um adulto abriga cerca de 10 ve- 
zes mais celulas de microbios do que celulas humanas. 

23-2 Os microbiomas de humanos saudaveis sao todos 
muito semelhantes. 

23-3 Os patogenos devem entrar nas celulas hospedeiras 
para causar doenga. 

23-4 Os virus replicam os seus genomas no nucleo da ce¬ 
lula hospedeira. 

23-5 Nao se deve tomar antibioticos para combater doen¬ 
gas causadas por virus. 

Discuta as questoes a seguir. 

23-6 Para sobreviver e se multiplicar, um patogeno bem- 
-sucedido deve realizar cinco tarefas. Quais sao elas? 

23-7 A infecgao por Clostridium difficile e uma das causas 
mais comuns de doengas gastrintestinais associadas a hos- 
pitais. Ela costuma ser tratada com antibioticos, mas a infec¬ 
gao retorna em cerca de 20% dos casos. As infecgoes por C. 
difficile sao diflceis de eliminar pois a bacteria existe em duas 
formas: a forma replicante produtora de toxina e a forma de 
esporo que e resistente a antibioticos. O transplante de mi¬ 
crobiota fecal - a transference de microbiota normal do in¬ 
testino de um individuo saudavel - pode resolver > 90% das 
infecgoes recorrentes, uma taxa de cura muito maior do que 


o tratamento apenas com antibioticos. Por que voce supoe 
que o transplante de microbiota e tao efetivo? 

23-8 Quais sao os tres mecanismos gerais para a transfe¬ 
rence horizontal de genes? 

23-9 A bacteria Gram-negativa Yersinia pestis, o agente 
causador da peste, e extremamente virulenta. Em conse¬ 
quence da infecgao, Y. pestis injeta uma serie de protemas 
efetoras nos macrofagos, o que suprime a sua capacidade 
fagocitica e tambem interfere com suas respostas imunes 
inatas. Uma das protemas efetoras, YopJ, acetila serinas e 
treoninas de varias MAP-cinases, incluindo a MAP-cinase- 
-cinase-cinase TAK1, que controla um passo de sinalizagao 
importante na via de resposta do sistema imune inato. Para 
determinar como YopJ interfere com TAK1, transfectam-se 
celulas humanas com a YopJ ativa (YopJ WT ) ou YopJ inativa 
(YopJ CA ) e com a TAK1 ativa com cauda FLAG (TAK1 wt ) ou 
TAK1 inativa (TAK1 K63W ), e determina-se a quantidade de 
TAK1 e TAK1 fosforilada, usando anticorpos contra a cauda 
FLAG ou contra a TAK1 fosforilada (Figura Q23-1). Como a 
YopJ bloqueia a via de sinalizagao de TAK1? Como voce su¬ 
poe que a atividade acetilase de treonina e serina da YopJ de- 
veria interferir com a ativagao de TAK1? 

23-10 O patogeno bacteriano intracelular Salmonella 
typhimurium , que causa gastrenterites, injeta protemas efe¬ 
toras para promover a sua invasao em celulas hospedeiras 
nao fagociticas pelo mecanismo de gatilho. S. typhimurium 
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Figura Q23-1 Efeitos da YopJ na fosforilagao da TAK1. TAK1 foi imunopre- 
cipitada (IP) usando anticorpos contra a cauda FLAG (a-FLAG-TAKI). TAK1 
total na imunoprecipitagao foi testada por immunoblot (IB) usando o mesmo 
anticorpo. TAK1 fosforilada foi testada por IB usando anticorpos especfficos 
para fosfo-TAKI (a-pTAK1). Uma escala de pesos moleculares de proteinas 
esta mostrada a direita, em quilodaltons. (De N. Paquette et al., Proc. Natl 
Acad. Sci. USA 109:12710-12715, 2012. Com permissao de National Aca¬ 
demy of Sciences.) 


estimula, primeiramente, o pregueamento a fim de promo¬ 
ver a invasao, e entao suprime o pregueamento da membra - 
na quando a invasao estiver completa. Tal comportamento e 
mediado, em parte, pela injegao de duas proteinas efetoras: 
SopE, que promove o pregueamento da membrana e a inva¬ 
sao, e SptP, que bloqueia o efeito da SopE. Ambas as protei¬ 
nas efetoras afetam a GTPase monomerica, Rac, que na sua 
forma ativa promove o pregueamento de membrana. Como 
voce supoe que SopE e SptP afetam a atividade da Rac? Como 
voce supoe que os efeitos de SopE e SptP sejam separados 
temporalmente se elas sao injetadas simultaneamente? 

23-11 John Snow e considerado o pai da epidemiologia 
moderna. Em sua investigagao mais famosa, ele estudou um 
surto de colera em Londres, em 1854, que matou mais de 600 
pessoas. Snow registrou onde as vitimas moravam e colocou 
os dados em um mapa, junto com os locais das bombas de 
agua que serviram como fonte de agua para o publico (Figu¬ 
ra Q23-2). Ele concluiu que a doenga provavelmente foi dis- 
seminada pela agua, embora nao tenha encontrado nada de 
aparencia suspeita nela. Sua conclusao contrariava a crenga 
da epoca de que a colera era derivada de “miasmas” de ar 


\r> 



Figura Q23-2 Um mapa de onde as vitimas do surto de colera de 1854 
moravam, sobreposto a um mapa moderno do Google daquela area. A lo- 
calizagao das casas das vitimas esta mostrada em um gradiente de cores va- 
riando de azul (indicando poucos casos) ao laranja (indicando muitos casos). 
Bombas de aguas estao indicadas como quadrados vermelhos. 


ruim. Poucos acreditaram na sua teoria durante os 50 anos 
seguintes, com a teoria do “ar ruim” persistindo ate, pelo me- 
nos, 1901. O que voce supoe que Snowdisse quando revelou 
os dados que o levaram a essa conclusao? Por que voce acha 
que a maioria dos cientistas permaneceram ceticos durante 
tanto tempo? 

23-12 As epidemias de influenza sao responsaveis por 
250 mil a 500 mil mortes a cada ano no mundo todo. Tais epi¬ 
demias sao, notavelmente, sazonais, ocorrendo em climas 
temperados nos hemisferios norte e sul durante os seus res- 
pectivos invernos. Ao contrario, nos tropicos, uma atividade 
significativa de influenza ocorre durante todo o ano, com um 
pico na estagao chuvosa (Figura Q23-3). Voce poderia suge- 
rir algumas explicagoes possiveis para o comportamento da 
epidemia de influenza nas zonas temperadas e nos tropicos? 


Hemisferio Hemisferio 



Mes 


Figura Q23-3 Padroes sazonais da epidemia de influenza. Casos de Influen¬ 
za em diferentes epocas do ano estao mostrados para o hemisferio norte 
(azul), hemisferio sul ( laranja ) e tropicos ( vermelho). 

23-13 Muitos virus de cadeia negativa carregam seu ge- 
noma como um grupo de segmentos descontmuos de RNA. 
Exemplos incluem o influenzavirus (oito segmentos), o virus 
da febre do vale do Rift (tres segmentos), o hantavirus (tres 
segmentos) e o virus Lassa (dois segmentos), para citar al- 
guns. Por que a segmentagao do genoma confere uma vanta- 
gem evolutiva grande para esses virus? 

23-14 O influenzavirus aviario infecta facilmente passaros, 
mas, muito raramente, e transmitido a humanos. De modo 
semelhante, o influenzavirus humano dissemina-se facil¬ 
mente entre humanos, mas nunca foi detectado em passaros. 
A chave para tal especificidade esta na protema do capsideo 
viral, hemaglutinina, que se liga a residuos de acido sialico 
de glicoprotemas de superficie celular, desencadeando a en- 
trada do virus na celula (Animagao 23.8). A hemaglutinina 
de virus humanos reconhece o acido sialico em uma ligagao 
2-6 com a galactose, enquanto a hemaglutinina aviaria reco¬ 
nhece o acido sialico em uma ligagao 2-3 com a galactose. 
Os humanos possuem cadeias de carboidratos que possuem 
apenas ligagoes 2-6 entre o acido sialico e a galactose; os pas¬ 
saros, apenas a ligagao 2-3; mas os porcos fazem cadeias de 
carboidratos com ambas as ligagoes. Como tal situagao faz 
dos porcos hospedeiros ideais para gerarem novas cepas de 
influenzavirus humanos? 

23-15 Muitos dos antibioticos usados na clinica sao ori- 
ginados como produtos naturais de bacterias. Por que voce 
supoe que as bacterias produzem os varios agentes que usa- 
mos para mata-las? 

23-16 No imcio da descoberta e da pesquisa envolvendo 
a penicilina, constatou-se que as bacterias do ar poderiam 
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destrui-la, um grande problema para a produgao em grande 
escala desse farmaco. Como voce supoe que isso ocorra? 

23-17 Quando a equipe de Ernst Chain e Norman Hea- 
tley em Oxford coletou laboriosamente seus primeiros dois 
gramas de penicilina (provavelmente nao mais do que 2% 
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Como vimos no Capitulo 23, todos os organismos vivos servem como hospedeiros para 
outras especies, normalmente em uma relagao benigna ou mutualmente util. Entretan- 
to, todos os organismos e todas as celulas de um organismo multicelular necessitam se 
defender contra a infecgao causada por organismos invasores, coletivamente denomi- 
nados patogenos, os quais podem ser microbios (bacterias, virus ou fungos) ou grandes 
parasitas. Mesmo as bacterias se defendem dos virus por meio de suas protemas intra- 
celulares, denominadas fatores de restrigao, que bloqueiam a propagagao viral. Os inver- 
tebrados empregam uma grande variedade de estrategias de defesa, incluindo barreiras 
protetoras, moleculas toxicas, fatores de restrigao e celulas fagociticas que ingerem e 
destroem os organismos invasores. Os vertebrados tambem dependem dessas respostas 
imunes inatas, mas tambem podem empregar mecanismos mais sofisticados e especifi- 
cos, denominados respostas imunes adaptativas. As respostas inatas atuam primeiro re- 
crutando as respostas imunes adaptativas se necessario, e, nesse caso, ambas respostas 
irao atuar em conjunto para eliminar o patogeno (Figura 24-1). 

As respostas imunes inatas sao reagoes gerais de defesa que podem envolver 
quase todos os tipos celulares do organismo, ao passo que as respostas imunes adap¬ 
tativas sao altamente especificas para o patogeno que as induziu e dependem de uma 
classe de globulos brancos sangumeos (leucocitos), denominados linfocitos. Ha duas 
principals classes de linfocitos que produzem as respostas adaptativas: os linfocitos B 
(i celulas B), que secretam anticorpos que se ligam especificamente ao patogeno, e os 
linfocitos T (celulas T), que podem matar diretamente as celulas infectadas pelo pa¬ 
togeno ou produzir protemas de sinalizagao de superficie celular ou secretadas que 
estimulam outras celulas do hospedeiro a eliminar o patogeno (Figura 24-2). Ao con- 
trario das respostas imunes inatas, que geralmente sao de curta duragao, as respostas 
imunes adaptativas fornecem protegao de longa duragao. Por exemplo, uma pessoa 
que foi vacinada ou se recuperou de sarampo, estara protegida por toda a vida contra o 
sarampo por seu sistema imune adaptativo, embora nao contra outros virus, como os 
que causam rubeola ou catapora. 

Os sistemas imunes inato e adaptativo desenvolveram mecanismos de detecgao 
que os permitem reconhecer invasores prejudicial (patogenos) e distingui-los das 
proprias celulas e moleculas do hospedeiro ou de organismos estranhos e suas mo¬ 
leculas benignas. O sistema imune inato baseia-se em protemas que detectam e reco- 
nhecem determinado tipo ou padroes de moleculas que sao comuns aos patogenos, 
mas que estao ausentes ou aprisionadas no hospedeiro. O sistema imune adaptativo, 
por outro lado, emprega mecanismos geneticos unicos para produzir uma diversidade 
praticamente ilimitada de protemas relacionadas, receptores nas celulas T e B e secre- 
gao de anticorpos que, entre eles, podem se ligar a quase todo tipo de molecula estra- 
nha. Essa notavel estrategia permite que o sistema imune reaja especificamente contra 
qualquer patogeno, mesmo se o animal nunca o tenha encontrado antes. Entretanto, 
isso tambem requer que o sistema imune aprenda a nao reagir contra as moleculas 
proprias ou moleculas estranhas inofensivas. Respostas alergicas e autoimunes preju¬ 
dicial irao ocorrer se esse mecanismo falhar. 

Neste capitulo, iremos nos deter nas respostas imunes dos vertebrados e as carac- 
teristicas que as distinguem de outros tipos de respostas celulares. Iniciaremos com as 
defesas imunes inatas e discutiremos, entao, as propriedades altamente especializadas 
do sistema imune adaptativo. 


NESTE CAPITULO 

0 SISTEMA IMUNE INATO 

VISAO GERAL DO SISTEMA 
IMUNE ADAPTATIVO 

CELULAS B E 
IMUNOGLOBULINAS 

CELULAS T E PROTEINAS DO 
MHC 


r CO ^ 

PATOGENOS 


RESPOSTAS 

IMUNES 

INATAS 


RESPOSTAS IMUNES ADAPTATIVAS 

Figura 24-1 Respostas imunes inatas e 
adaptativas. As respostas imunes inatas 
sao ativadas diretamente pelos patogenos 
e defendem todos os organismos multi- 
celulares contra as infecgoes. Nos verte¬ 
brados, os patogenos, com as respostas 
imunes inatas que eles ativam, tambem 
estimulam as respostas imunes adapta¬ 
tivas, as quais atuam com as respostas 
imunes inatas, auxiliando na defesa contra 
infecgoes. 
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Celula hospedeira Celula hospedeira morta 
nao infectada infectada com virus 


Figura 24-2 As duas principals classes de 
respostas imunes adaptativas. Os linfocitos 
executam os dois tipos de resposta adaptativa. 
Nesta figura, esta representada a resposta con¬ 
tra infecgao viral. Em uma classe, as celulas B 
secretam anticorpos que se ligam e neutralizam 
especificamente os virus extracelulares, impe- 
dindo que infectem as celulas do hospedeira. 
Na outra classe, as celulas T medeiam a respos¬ 
ta; neste exemplo, elas matam as celulas do 
hospedeira infectadas pelo virus. Em ambos os 
casos, respostas imunes inatas ajudam a ativar 
as respostas imunes adaptativas por meio de 
vias que nao sao mostradas. 


0 SISTEMA IMUNE INATO 

As respostas imunes adaptativas se desenvolvem lentamente quando o vertebrado encontra 
pela primeira vez um novo patogeno. Isso ocorre porque as celulas B e T especificas que po- 
dem responder a um determinado patogeno sao inicialmente poucas e devem ser estimu- 
ladas a proliferar e diferenciar antes que possam estabelecer respostas imunes adaptativas 
eficazes, o que pode levar dias. Por outro lado, uma unica bacteria que se divide a cada hora 
pode produzir quase 20 milhoes de descendentes em um unico dia, produzindo uma infec- 
gao intensa. Portanto, os vertebrados dependem de seu sistema imune inato para defende- 
-lo contra uma infecgao durante as primeiras horas e dias criticos de exposigao a um novo 
patogeno. As plantas e invertebrados nao possuem sistema adaptativo, portanto dependem 
inteiramente de seu sistema imune inato para protegao contra os patogenos. 

Nesta segao veremos algumas estrategias que o sistema imune inato usa para reco- 
nhecer os patogenos e proporcionar a primeira linha de defesa contra eles. 

As superficies epiteliais atuam como barreiras contra a infecgao 

Nos vertebrados, os primeiros contatos com um organismo infeccioso normalmente 
ocorrem nas superficies epiteliais que formam a pele e revestem os tratos respiratorio, 
digestorio, urinario e reprodutivo. Esses epitelios fornecem uma barreira fisica e quimica 
contra a invasao por patogenos. As jungoes compactas entre as celulas epiteliais impe- 
dem a entrada desses patogenos entre as celulas, e uma variedade de substancias secre- 
tadas pelas celulas desencoraja a adesao e entrada deles. As celulas epiteliais queratiniza- 
das da pele, por exemplo, formam uma espessa barreira fisica, e as glandulas sebaceas da 
pele secretam acidos graxos e acido latico, que inibem o crescimento bacteriano. Adicio- 
nalmente, as celulas epiteliais de todos os tecidos, incluindo aqueles das plantas e inver¬ 
tebrados, secretam moleculas antimicrobianas denominadas defensinas. As defensinas 
sao peptideos anfipaticos positivamente carregados que se ligam e rompem a membrana 
de muitos patogenos, incluindo os virus envelopados, bacterias, fungos e parasitas. 

As celulas epiteliais que revestem os orgaos internos como as dos tratos digestorio 
e respiratorio tambem secretam um muco viscoso que se junta a superficie epitelial di- 
ficultando a adesao do patogeno. O batimento dos cilios da superficie das celulas epite¬ 
liais que revestem o trato respiratorio, e a agao do peristaltismo no intestino desencoraja 
a adesao dos patogenos. Alem disso, como vimos no Capitulo 23, a pele e o intestino 
saudaveis sao povoados por um grande numero de microbios comensais inofensivos (e 
frequentemente uteis), coletivamente chamados de flora normal, que competem por 
nutrientes com os patogenos. Alguns tambem produzem peptideos antimicrobianos que 
inibem ativamente a proliferagao dos patogenos. 

Os receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) reconhecem 
as caracteristicas conservadas dos patogenos 

Ocasionalmente, os patogenos rompem as barreiras epiteliais e, nesse caso, as celulas 
nao epiteliais subjacentes do sistema imune inato proporcionam a proxima linha de 
defesa. Essas celulas detectam a presenga dos patogenos principalmente por meio de 
proteinas receptoras que reconhecem as moleculas associadas aos microbios que nao 
estao presentes ou sao sequestradas no organismo hospedeiro. Como essas moleculas 
microbianas frequentemente ocorrem em padroes repetitivos, elas sao denominadas 
padroes moleculares associados aos patogenos (PAMPs, do ingles: pathogen associa¬ 
ted molecular patterns), mesmo que eles nao sejam especificos para os microbios que 
causam a doenga. Os PAMPs estao presentes em varias moleculas microbianas, incluin¬ 
do os acidos nucleicos, lipideos, polissacarideos e proteinas. 

As proteinas receptoras especiais, que reconhecem os PAMPS, sao chamadas de 
receptores de reconhecimento de padroes (PRRs; do ingles, pattern recognition recep¬ 
tors). Alguns PRRs sao proteinas transmembrana da superficie de muitos tipos de celulas 
hospedeiras, que reconhecem os patogenos extracelulares. Em celulas fagociticas profis- 
sionais (fagocitos), como os macrofagos e neutrofllos (discutidos no Capitulo 22), PRRs 
podem mediar a captura dos patogenos em fagossomos, que entao se fundem com os 
lisossomos, onde os patogenos sao destruidos. Outros PRRs estao localizados no interior 
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Figura 24-3 Micrografia eletronica de 
varredura de uma mosca-das-frutas 
mutante que morreu por infecgao 
fungica. A mosca esta recoberta por hifas 
do fungo, pois ela nao possui um receptor 
Toll, que ajuda a proteger a Drosophila de 
infecgoes fungicas. (De B. Lemaitre et al., 
Cell 86:973-983, 1996.) 


0,2 mm 


das celulas, onde eles podem detectar patogenos intracelulares, tais como virus; esses 
PRRs estao livres no citosol ou associados a membrana do sistema endolisossomico (dis- 
cutido no Capitulo 13). Outros PRRs, ainda, sao secretados e ligam-se a superficie de 
patogenos extracelulares, marcando-os para destruigao pelos fagocitos ou por protemas 
sangumeas que pertencem ao sistema do complemento (discutido mais adiante). 

Existem multiplas classes de PRRs 

O primeiro PRR identificado foi o receptor Toll , na Drosophila, que ficou bem conheci- 
do por sua fungao no desenvolvimento da mosca (ver Figura 21-17). Mais tarde, tam- 
bem descobriu-se que era necessario para a produgao de peptideos antimicrobianos 
que protegiam a mosca contra as infecgoes fungicas (Figura 24-3). O receptor Toll e 
uma glicoproteina transmembrana com um grande dominio extracelular que contem 
uma serie de repetigoes ricas em leucina. Logo foi descoberto que ambos, plantas e 
animais, possuem uma variedade de receptores semelhantes ao Toll (TLRs; do ingles, 
Toll like receptors ) que atuam como PRRs nas respostas imunes inatas contra varios 
patogenos. Os mamiferos produzem pelo menos 10 TLRs diferentes, cada um reconhe- 
cendo distintos ligantes: o TLR-3, por exemplo, reconhece o RNA viral de fita dupla no 
lumen dos endossomos (Figura 24-4); o TLR-4 reconhece os lipopolissacarideos (LPS) 



Domfnios de ligagao ao ligante 


(A) 

TLR 


LUMEN DO 
ENDOSSOMO 


CITOSOL 


RNA de fita 
dupla ligado 


Membrana do 
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Figura 24-4 Um receptor semelhante ao Toll. 

(A) A estrutura do TLR-3 humano e apresentada ( verde ), 
com uma molecula de RNA de fita dupla (dsRNA, azul ) li- 
gada. 0 receptor e um homodimero da membrana dos en¬ 
dossomos. A ligagao da dsRNA aos dois domfnios em for¬ 
ma de ferradura no lado luminal do endossomo aproxima 
os dois domfnios citosolicos, permitindo que as protefnas 
adaptadoras do citosol se reunam em um grande comple- 
xo de sinalizagao (nao apresentado). (B) Estrutura cristalina 
do dominio luminal do receptor que contem 23 repetigoes 
ricas em leucina convencionais, cada uma contribuindo 
para uma fita p da folha p ( vermelho ) contfnua que reveste 
a superficie concava da estrutura. (A, adaptada de L. Liu et 
al., Science 320:379-381, 2008. Com permissao de AAAS; 
B, adaptada de J. Choe, M.S. Kelker e I.A. Wilson, Science 
309:581-585, 2006; PDB: 1ZIW.) 
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da membrana externa das bacterias Gram-negativas; o TLR-5 reconhece a proteina 
que forma o flagelo bacteriano; e o TLR9 reconhece pequenas sequencias nao metila- 
das do DNA viral, bacteriano ou de protozoarios, denominados motivos CpGs, os quais 
nao sao comuns no DNA dos vertebrados. 

Alem dos TLRs, os vertebrados usam varias outras familias de PRRs para detectar os 
patogenos. Uma delas e a grande familia dos receptores semelhantes ao NOD (NLRs; do 
ingles, NOD-like receptors). Assim como os TLRs, os NLRs possuem motivos repetidos ri- 
cos em leucina, mas sao exclusivamente citoplasmaticos e reconhecem um grupo distinto 
de moleculas bacterianas. Os individuos que sao homozigotos para um determinado alelo 
mutante do gene NLR, o NOD-2, possuem um risco muito aumentado de desenvolver a 
doenga de Crohn, uma doenga inflamatoria cronica do intestino liso, provavelmente por 
desencadear uma infecgao bacteriana. Outra classe de PRRs e formada pelos receptores 
semelhantes ao RIGs (RLRs ; do ingles, RIG-like receptors), que sao membros da familia de 
helicases de RNA. Elas tambem sao exclusivamente citoplasmaticas e detectam patogenos 
virais. Uma quarta classe de PRRs e constituida pelos receptores semelhantes a lectina-C 
(CLRs; do ingles, C-type lectin receptors), que sao proteinas transmembrana de superficie 
celular que reconhecem carboidratos (razao pela qual sao denominadas lectinas) em va- 
rios microbios. A Tabela 24-1 apresenta alguns PRRs e seu ligantes com localizagao celu¬ 
lar. Coletivamente, esses e outros PRRs atuam como um sistema de alarme para avisar os 
sistemas imune inato e adaptativo que uma infecgao ira ocorrer (Animagao 24.1). 

Quando um PRR intracelular ou de superficie se liga a um PAMP, estimula a celu- 
la a secretar uma variedade de citocinas e outras moleculas de sinalizagao extracelular. 
Algumas delas inibem a replicagao viral, mas a maioria induz uma resposta inflamatoria 
localizada que auxilia na eliminagao do patogeno, como veremos. 

Os PRRs ativados desencadeiam uma resposta inflamatoria no 
local da infecgao 

Quando um patogeno invade um tecido, ele ativa os PRRs em varias celulas do sistema 
imune inato, resultando em uma resposta inflamatoria no local da infecgao. A resposta 
inflamatoria depende de alteragoes dos vasos sanguineos locais e e caracterizada clini- 
camente por dor, vermelhidao, calor e inchago no local. Os vasos sanguineos se dilatam 
e se tornam permeaveis aos fluidos e as proteinas, levando a um inchago localizado e ao 
acumulo de proteinas sanguineas que auxiliam na defesa. Ao mesmo tempo, as celulas 
endoteliais, que revestem os vasos sanguineos da regiao, sao estimuladas a expressar 
proteinas de adesao celular que promovem a ligagao e o escape dos globulos brancos do 
sangue ou leucocitos (ver Figura 19-29B), contribuindo para o inchago localizado. Ini- 
cialmente, os neutrofilos escapam, seguidos, mais tarde, pelos linfocitos e monocitos (os 
precursores sanguineos dos macrofagos) 
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A ativagao dos PRRs causa a produgao de uma grande quantidade de moleculas de 
sinalizagao extracelulares que medeiam a resposta inflamatoria no local da infecgao. Estas 
incluem as moleculas sinalizadoras lipidicas, como as prostaglandinas e as moleculas si- 
nalizadoras proteicas (ou peptideos) denominadas citocinas. Algumas das citocinas pro- 
-inflamatorias mais importantes sao o fator de necrose tumoral-a ( TNF-a ), o interferon -7 
(IFN- 7 ), varias quimiocinas (que recrutam leucocitos) e varias interleucinas (ILs) que ve- 
remos mais adiante, incluindo a IL-1, IL- 6 , IL-12 e IL-17. Alem disso, um PRR (lectina liga- 
dora de manose) ativa o sistema do complemento quando o PRR se liga a um patogeno. Os 
fragmentos de protemas do complemento liberadas durante a ativagao do complemento 
estimulam uma resposta inflamatoria (discutida rapidamente; ver Figura 24-7). 

Quando ativados pelos PAMPs, muitos dos PRR intracelulares e de superficie celu- 
lar estimulam a produgao de multiplas citocinas pro-inflamatorias por meio da ativagao 
das vias de sinalizagao intracelular que ativam os reguladores de transcrigao, incluindo 
o NF-kB para induzir a transcrigao dos genes de citocinas relevantes (ver Figura 15-62). 
Entretanto, alguns PRRs podem estimular a produgao de citocinas pro-inflamatorias por 
um mecanismo distinto: quando ativados, varios NLRs citoplasmaticos se reiinem com 
protemas adaptadoras e precursores de proteases especificas da familia das caspases 
(discutido no Capitulo 18) para formar os inflamassomas, nos quais as citocinas pro- 
-inflamatorias como as IL-1 sao clivadas a partir de suas protemas precursoras inativas 
pelas caspases ativadas. Essas citocinas sao, entao, liberadas da celula por uma via de se- 
cregao nao convencional ainda pouco compreendida. Os inflamassomas se assemelham 
aos apoptossomos no que diz respeito a sua formagao e estrutura, mas, nos apoptosso- 
mos, as pro-caspases sao ativadas para iniciar a cascata proteolitica das caspases que 
leva a apoptose (ver Figura 18-7). 

A formagao do inflamassoma dependente de NLR tambem pode ser disparada na 
ausencia de infecgao se as celulas estiverem danificadas ou estressadas. Tais celulas pro- 
duzem "sinais de perigo” como as protemas proprias alteradas ou produzidas em locais 
inadequados, as quais podem ativar os NLRs relevantes: a artrite, que e causada por cris- 
tais de acido urico formados nas articulagoes dos individuos com gota, os quais possuem 
niveis elevados de acido urico no sangue, e um exemplo doloroso. 

As celulas fagocfticas cagam, englobam e destroem os patogenos 

Em todos os animais, o reconhecimento de invasores microbianos normalmente e segui- 
do por seu rapido englobamento por uma celula fagocitica. Os macrofagos sao fagocitos 
de vida longa que residem na maioria dos tecidos dos vertebrados. Eles sao uma das pri- 
meiras celulas a encontrarem os organismos invasores, cujos PAMPs ativam a secregao de 
moleculas sinalizadoras pro-inflamatorias pelos macrofagos. Os neutrofilos sao fagocitos 
de vida curta abundantes no sangue, mas nao estao presentes nos tecidos sadios. Eles 
sao rapidamente recrutados para o local de infecgao por varias moleculas, incluindo os 
peptideos contendo a formilmetionina (que sao liberados pelos microbios, mas nao sao 
produzidos pelos maimferos), as quimiocinas secretadas por macrofagos ativados, e frag¬ 
mentos de peptideos produzidos pela clivagem das protemas ativadas pelo complemen¬ 
to. Os neutrofilos recrutados contribuem com suas proprias citocinas pro-inflamatorias. 

Alem de seus PRRs, os macrofagos e neutrofilos apresentam diversos receptores 
de superficie celular que reconhecem fragmentos das protemas do complemento ou an- 
ticorpos ligados a superficie de um patogeno. A ligagao do patogeno a esses receptores 
causa sua fagocitose (Figura 24-5) e o ataque ao patogeno ingerido, uma vez que esteja 
dentro do fagolisossomo. Os fagocitos possuem um arsenal impressionante de recursos 
para matar os invasores, incluindo enzimas tais como as lisozimas e as hidrolases acidas 
que podem degradar a parede celular dos patogenos. As celulas montam complexos de 
NADPH-oxidase na membrana do fagolisossomo, onde o complexo catalisa a produgao 
de compostos derivados de oxigenio extremamente toxicos, incluindo os superoxidos 
(0 2 “), peroxido de hidrogenio e radicais hidroxila. Um aumento transitorio no consumo 
de oxigenio pelas celulas fagociticas, chamado de explosao oxidativa, acompanha a pro¬ 
dugao dos compostos toxicos. Enquanto os macrofagos geralmente sobrevivem a matanga 
e vivem para matar de novo, os neutrofilos nao sobrevivem. Os neutrofilos mortos ou que 
estao proximos da morte sao os principais componentes do pus que e formado nas feridas 
infectadas por bacterias. Sua meia-vida na corrente sangumea humana e de poucas horas. 



fagocitico secretoras 1 

(neutrofilo) 

Figura 24-5 Fagocitose ativada por anti- 
corpo. Micrografia eletronica de um neutro¬ 
filo fagocitando uma bacteria recoberta por 
anticorpo, que se encontra no processo de 
divisao. 0 processo no qual o anticorpo (ou o 
complemento) recobre o patogeno e aumenta 
a eficiencia na qual e fagocitado e denominado 
opsonizaqao. (Cortesia de Dorothy F. Bainton, 
de R.C. Williams, Jr. e H.H. Fudenberg, Pha¬ 
gocytic Mechanisms in Health and Disease. 

New York: Intercontinental Medical Book Cor¬ 
poration, 1971.) 
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Figura 24-6 Eosinofilos atacando um pa- 
rasita. Os parasitas grandes, como os vermes, 
nao podem ser ingeridos por fagocitos. Quan- 
do a larva e revestida com anticorpos ou com- 
ponentes do complemento, os eosinofilos (e 
outros leucocitos) podem reconhecer e mata-la 
por meio da secregao de diversas moleculas to- 
xicas. (Cortesia de Anthony Butterworth.) 


Figura 24-7 Os principais estagios na 
ativagao do complemento pelas vias 
classica, da lectina e alternativa. 

Nas tres vias, as reagoes de ativagao do 
complemento em geral acontecem na 
superficie de um microbio invasor, como 
uma bacteria, e levam a clivagem de C3 
e as varias consequencias mostradas. 
Conforme indicado, as proteinas de com¬ 
plemento Cl a C9, a lectina de ligagao a 
manose (MBL), a serina-protease associada 
a MBL (MASP) e os fatores B e D sao os 
principais componentes do sistema de 
complemento. Os componentes iniciais 
sao mostrados dentro de setas cinzas, en- 
quanto os componentes tardios sao vistos 
dentro da seta marrom. As fungoes dos 
fragmentos proteicos, produzidos durante 
a ativagao do complemento, estao indica- 
das por setas pretas. As varias proteinas do 
complemento que regulam o sistema nao 
estao apresentadas. 


Se um patogeno for muito grande para ser eficientemente fagocitado (p. ex. ; um 
grande parasita, como um verme), um grupo de macrofagos, neutrofilos ou eosinofilos 
(outro tipo de leucocito) irao se reunir ao redor do invasor. Eles secretam defensinas e 
outros agentes prejudicial e liberam os produtos toxicos da explosao oxidativa. Essa 
barreira geralmente e suficiente para a destruigao do patogeno (Figura 24-6). 

A ativagao do complemento marca os patogenos para fagocitose 
ou para lise 

O sangue e outros fluidos extracelulares contem numerosas proteinas com atividade an- 
timicrobiana, algumas das quais sao produzidas em resposta a uma infecgao, ao passo 
que outras sao produzidas constitutivamente. Os componentes mais importantes entre 
elas sao aqueles do sistema do complemento, que consiste em cerca de 30 proteinas 
soliiveis que interagem, produzidas continuamente pelo figado e estao inativas ate que 
sejam ativadas por uma infecgao ou outro indutor. Originalmente, foram identificados 
por sua capacidade de amplificar as agoes de “complemento” dos anticorpos produzidos 
pelas celulas B, mas alguns tambem sao PRRs secretados, que reconhecem diretamente 
os PAMPs dos microrganismos. 

Os componentes iniciais do complemento consistem em um grupo de tres proteinas, 
pertencentes a tres vias distintas de ativagao do complemento. A via classica, a via da 
lectina e a via alternativa. Os componentes iniciais das tres vias atuam localmente para 
clivar e ativar o C3, que e o componente fundamental do complemento (Figura 24-7). 
Os individuos com deficiencia de C3 estao sujeitos a infecgoes bacterianas recorrentes. 
Os componentes iniciais sao proenzimas, que sao ativadas em sequencia por clivagem 
proteolitica. A clivagem de cada proenzima ativa, em serie, o proximo componente que 
gerara uma serina-protease, que cliva a proxima proenzima da serie e assim por diante. 
Como cada enzima ativada cliva varias moleculas da proxima proenzima da cadeia, a ati¬ 
vagao dos componentes iniciais gera uma cascata proteolitica amplificadora. 

Muitas dessas clivagens de proteinas liberam pequenos fragmentos biologicamen- 
te ativos que podem atrair os neutrofilos, juntamente com um grande fragmento de liga¬ 
gao a membrana. A ligagao do fragmento maior a uma membrana celular, geralmente 
a superficie de um patogeno, ajuda a estimular a reagao subsequente. Desse modo, a 
ativagao do complemento fica bastante restrita a superficie particular da celula na qual o 
processo teve inicio. Em particular, o fragmento grande de C3, denominado C3b, liga-se 
covalentemente a superficie do patogeno. Ali, ele recruta fragmentos de proteinas pro¬ 
duzidas pela clivagem de outros componentes precoces, formando complexos proteo- 
liticos que catalisam as etapas subsequentes da cascata do complemento. Os primeiros 
eventos na ativagao do complemento desempenham diversas fungoes: os receptores nas 
celulas fagociticas que ligam o C3b intensificam a capacidade de fagocitar os patogenos, 
receptores similares nas celulas B intensificam a habilidade dessas celulas em produzi- 
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rem anticorpos contra diversas moleculas microbianas dos patogenos revestidos pelo 
C3b. O menor fragmento de C3 ; denominado C3a ; bem como os pequenos fragmentos 
de C4 e C5 atuam de modo independente como sinais difusos para promover uma res- 
posta inflamatoria por meio do recrutamento de leucocitos para o local da infecgao. 

Como apresentado na Figura 24-7, os anticorpos ligados a superficie de um pato- 
geno ativam a via classica. A lectina de ligagao a manose, mencionada anteriormente, e 
um PRR secretado que inicia a via da lectina de ativagao do complemento quando ela 
reconhece glicolipideos e glicoprotemas contendo os agucares terminals manose ou fu- 
cose, bacterianos ou fungicos, em uma determinada conformagao espacial. Esses even- 
tos iniciais de ligagao nas vias classica e de lectina provocam o recrutamento e a ativagao 
dos componentes precoces do complemento. Por fim, as moleculas da superficie dos 
patogenos com frequencia irao ativar diretamente a via alternativa. 

As celulas do hospedeiro possuem varias moleculas na membrana plasmatica que 
impedem a ocorrencia das reagoes do complemento em sua superficie celular. Dentre elas, 
a mais importante e o acido sialico, um carboidrato que e um constituinte comum de gli¬ 
coprotemas e glicolipideos da superficie celular (ver Figura 10-16). Como normalmente os 
patogenos nao possuem acido sialico, eles sao selecionados para destruigao pelo comple¬ 
mento, poupando as celulas do hospedeiro. Alguns patogenos, incluindo a bacteria Neisse¬ 
ria gonorrhoeae, que causa gonorreia, uma doenga sexualmente transmissivel, revestem-se 
com uma camada de acido sialico para esconde-los do sistema do complemento. 

O C3b imobilizado a membrana, produzido por qualquer das tres vias, dispara 
uma cascata de reagoes ulteriores que leva a montagem dos componentes tardios do 
complemento para formar os complexos de ataque a membrana. Esses complexos de pro- 
teinas se reiinem na membrana dos patogenos proximo ao local de ativagao do C3, for- 
mando um poro aquoso atraves da membrana (Figura 24-8). Por essa razao, e tambem 
porque eles perturbam a estrutura da bicamada lipidica na sua vizinhanga, eles fazem a 
membrana vazar e podem, em alguns casos, causar a lise da celula microbiana. 

As propriedades autoamplificavel, inflamatoria e destrutiva da cascata do comple¬ 
mento tornam essencial que os componentes-chave sejam rapidamente inativados apos 
serem gerados, garantindo que o ataque nao se espalhe pelas celulas hospedeiras vizinhas. 
A inativagao e alcangada de pelo menos duas maneiras. Primeiro, proteinas inibidoras es- 
pecificas no sangue ou na superficie das celulas hospedeiras finalizam a cascata ligando 
ou clivando determinados componentes do complemento quando estes estiverem ativados 
pela clivagem proteolitica. Segundo, muitos componentes ativados na cascata sao instaveis, 
a nao ser que se liguem imediatamente ao proximo componente na cascata do comple¬ 
mento ou a uma membrana proxima, caso contrario, eles estarao rapidamente inativados. 

As celulas infectadas por virus desenvolvem medidas drasticas 
para evitar a replicagao viral 

Como os ribossomos da celula hospedeira produzem as proteinas virais, e os lipideos 
da celula hospedeira formam a membrana dos virus envelopados, os PAMPs geralmen- 
te nao estao presentes nas superficies virais. Portanto, a unica maneira que os PRRs da 
celula hospedeira podem reconhecer a presenga de um virus e a detecgao de elementos 
pouco comuns, como RNA de fita dupla (dsRNA) que e um intermediario no ciclo de 
vida de muitos virus e e reconhecido por varios PRRs, incluindo o receptor semelhante 



Figura 24-8 Montagem dos compo¬ 
nentes tardios do complemento para 
formar o complexo de ataque a mem¬ 
brana. A clivagem dos componentes ini¬ 
ciais do complemento (apresentado dentro 
das setas cinzas na Figura 24-7) causa a 
formagao do complexos proteoliticos con¬ 
tendo o C3b, denominados C5 converta- 
ses (nao apresentado). Estas, entao, clivam 
o primeiro dos ultimos componentes, o 
C5, para produzir o C5a e o C5b. Como 
apresentado na figura, o C5b se associa 
rapidamente com o C6 e o C7 formando 
o C567, que, entao, liga-se fortemente a 
membrana por meio do C7. Uma molecula 
de C8 se liga ao complexo formando o 
C5678. A ligagao de uma molecula de C9 
ao C5678 induz uma alteragao conforma- 
cional no C9 que expoe uma regiao hidro- 
fflica causando a insergao da molecula C9 
na bicamada lipidica da membrana-alvo. 
Isso inicia uma reagao em cadeia na qual 
o C9 alterado se liga a uma segunda 
molecula de C9, que entao se liga a outra 
molecula de C9 e assim por diante. Desse 
modo, um anel de moleculas C9 forma 
um grande canal transmembrana na mem¬ 
brana do patogeno. 
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Figura 24-9 Uma celula matadora na¬ 
tural (NK) atacando uma celula cance¬ 
rosa. Esta micrografia eletronica de varre- 
dura foi obtida logo apos o ataque de uma 
celula NK a uma celula maligna, mas antes 
da indugao da apoptose. (Cortesia de J.C. 
Hiserodt, em Mechanisms of Cytotoxicity 
by Natural Killer Cells [R.B. Herberman e 
D. Callewaert, eds.]. New York: Academic 
Press, 1995.) 


ao Toll-3 (TLR-3). Alem disso, o genoma de virus de DNA frequentemente contem quan- 
tidades significativas de motivos CpG discutidos anteriormente, os quais podem ser re- 
conhecidos pelo TLR-9 (ver Tabela 24-1, p. 1300). 

As celulas de mamiferos sao particularmente adeptas a reconhecerem a presenga de 
dsRNA, que ativam os PRRs intracelulares das celulas hospedeiras para produzir e secretar 
duas citocinas antivirais: o interferon-a (IFN-a) e o interferon-p (IFN-p). Esses interfe¬ 
rons sao denominados interferons do tipo I para distingui-los do IFN- 7 , que e um interferon 
do tipo II e possui fungoes distintas, como veremos mais adiante. Os interferons do tipo I 
atuam de maneira autocrina nas celulas infectadas que os produzem, e de mo do paracrino 
nas celulas vizinhas nao infectadas. Eles se ligam a um receptor de superficie celular co- 
mum que ativa a via de sinalizagao intracelular JAK-STAT (ver Figura 15-56) para estimular 
a transcrigao genica e, portanto, a produgao de mais de 300 proteinas, incluindo muitas 
citocinas, refletindo a complexidade da resposta aguda das celulas a uma infecgao viral. 

A produgao de interferons do tipo I parece ser uma resposta geral das celulas de 
mamiferos contra uma infecgao viral, e os componentes virais, alem do dsRNA, podem 
desencadea-las. Os interferons do tipo I auxiliam no bloqueio da replicagao viral de va- 
rias maneiras. Eles ativam uma ribonuclease latente que degrada, de modo inespecifico, 
o RNA de fita simples. Eles tambem ativam, indiretamente, uma protema-cinase, que 
fosforila e inativa o fator de iniciagao de smtese proteica eIF-2 (discutido no Capitulo 6 ), 
inibindo, dessa maneira, a maior parte da smtese proteica da celula infectada. Aparente- 
mente, pela destruigao de grande parte de seu proprio RNA e transitoriamente interrom- 
pendo a sua smtese proteica, a celula do hospedeiro inibe a replicagao viral sem morrer. 
Se essas estrategias falharem, a celula usara estrategias mais extremas para impedir a 
replicagao viral. Ela cometera suicidio por meio de apoptose, frequentemente com o au- 
xilio das celulas NK (celulas matadoras naturais), como veremos a seguir. 

As celulas matadoras naturais (NK) induzem as celulas infectadas 
por virus a cometer suicidio 

Os interferons do tipo I tambem tern maneiras menos diretas de bloquear a replicagao vi¬ 
ral. Uma delas e intensificar a atividade das celulas matadoras naturais (celulas NK), que 
sao leucocitos relacionados as celulas T e B, mas fazem parte do sistema imune inato e sao 
recrutadas precocemente aos locais de inflamagao. Da mesma forma que as celulas T cito¬ 
toxicas do sistema imune adaptativo (discutido adiante), as celulas NK destroem as celulas 
infectadas pelos virus por indugao ao suicidio apoptotico (discutido no Capitulo 18). Vere¬ 
mos como as celulas NK induzem apoptose mais adiante quando discutiremos como as ce¬ 
lulas T citotoxicas realizam este suicidio (ver Figura 24-43). Embora elas matem da mesma 
maneira, o modo pelo qual as celulas T citotoxicas e as celulas NK distinguem a superficie 
das celulas infectadas por virus das celulas nao infectadas e diferente (Animagao 24.2). 

As celulas T citotoxicas e as celulas NK reconhecem a mesma classe especial de 
proteinas de superficie celular na celula hospedeira para auxiliar a determinar se a celula 
esta infectada por virus, entretanto, para isso, elas usam receptores distintos. As protei¬ 
nas especiais de superficie celular reconhecidas sao as denominadas proteinas do MHC 
de classe I, porque elas sao codificadas pelos genes do complexo de histocompatibilidade 
principal. Quase todas as celulas nucleadas nos vertebrados expressam esses genes e ve¬ 
remos seus detalhes mais adiante. As celulas T citotoxicas usam os receptores de celulas T 
(TCRs ) e correceptores para reconhecer fragmentos de peptideos de proteinas virais liga- 
dos as proteinas do MHC de classe I na superficie das celulas hospedeiras infectadas por 
virus e, entao, induzir as celulas infectadas a se suicidarem. Por outro lado, as celulas NK 
possuem receptores inibidores em sua superficie que monitoram os niveis das proteinas 
do MHC de classe I na superficie de outras celulas hospedeiras. Os altos niveis dessas 
proteinas do MHC normalmente presentes nas celulas saudaveis comprometem esses 
receptores e, como consequencia, inibem a atividade de morte das celulas NK. Assim, 
as celulas NK se dedicam principalmente as celulas hospedeiras, que expressam baixos 
niveis, o que nao e comum, de proteinas do MHC de classe I, induzindo-as ao suicidio. 
Essas sao, em geral, as celulas infectadas por virus e celulas malignas (Figura 24-9). A 
atividade de morte das celulas NK e estimulada quando varios receptores de ativagao da 
superficie das celulas NK reconhecem proteinas especificas que estao em grande mirne- 
ro na superficie das celulas infectadas por virus e algumas celulas de cancer. 
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(A) CELULA HOSPEDEIRA SAUDAVEL 
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Celula NK 
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(B) CELULA HOSPEDEIRA INFECTADA POR 
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Figura 24-10 Como uma celula NK re- 
conhece seu alvo. Uma celula NK ataca, 
preferencialmente, celulas hospedeiras 
infectadas e celulas de cancer, porque 
essas celulas possuem, em sua superffcie, 
proteinas ativadoras e, em alguns casos, 
niveis anormalmente baixos de proteinas 
do MHC de classe I. (A) Os altos niveis das 
proteinas do MHC de classe I encontrados 
nas celulas hospedeiras normais ativam 
os receptores de inibidores das celulas NK 
que inibem sua atividade de morte. 

(B) Ao contrario, as proteinas ativadoras 
das celulas infectadas e das celulas malig- 
nas se ligam aos receptores de ativagao 
das celulas NK e estimulam a atividade de 
morte das celulas. 


A razao para os baixos niveis das proteinas do MHC de classe I nas celulas infec¬ 
tadas por virus e que muitos virus desenvolveram mecanismos que inibem a expressao 
dessas proteinas na superffcie das celulas hospedeiras infectadas por eles para evitar sua 
detecgao pelas celulas T citotoxicas. Alguns virus codificam proteinas que bloqueiam a 
transcrigao dos genes do MHC de classe I; outras bloqueiam a reuniao intracelular dos 
complexos do MHC-peptfdeo; e outras bloqueiam o transporte desses complexos para a 
superffcie celular. Entretanto, ao escapar do reconhecimento pelas celulas T citotoxicas, 
o virus sofre o ataque das celulas NK que reconhecem as celulas infectadas por serem 
diferentes. As celulas infectadas expressam poucas proteinas do MHC de classe I e ex- 
pressam grandes quantidades de outras proteinas de superffcie que sao reconhecidas 
pelos receptores de ativagao nas celulas NK (Figura 24-10). 

As celulas dendriticas fornecem a conexao entre os sistemas 
imunes inato e adaptivo 

As celulas dendriticas sao componentes crucialmente importantes do sistema imune 
inato. Elas sao uma classe heterogenea de celulas amplamente distribufdas nos tecidos 
e orgaos dos vertebrados. Elas expressam uma grande variedade de PRRs, que permitem 
que as celulas dendriticas reconhegam e fagocitem os patogenos invasores e seus produ- 
tos tornando-se ativadas durante esse processo. As celulas dendriticas ativadas clivam 
as proteinas dos patogenos em fragmentos peptfdicos que se ligam as proteinas do MHC 
recem-sintetizadas, as quais levarao os fragmentos para a superffcie das celulas dendrf- 
ticas. As celulas ativadas entao migram para os orgaos linfoides regionais como os linfo- 
nodos (tambem denominados ganglios linfaticos), onde irao apresentar os complexos 
peptfdeo-MHC para as celulas T do sistema imune adaptativo, ativando as celulas T a se 
unirem na batalha contra o patogeno especffico (Figura 24-11). 

Alem de apresentar em sua superffcie celular os complexos de proteinas do MHC 
e peptfdeos microbianos, as celulas dendriticas ativadas tambem apresentam proteinas 
coestimuladoras de superffcie celular que auxiliam na ativagao das celulas T (ver Figu¬ 
ra 24-11). Como veremos mais adiante, as celulas dendriticas ativadas tambem secre- 
tam diversas citocinas que influenciam o tipo de resposta que as celulas T irao produzir, 
assegurando que ela seja adequada para combater um determinado patogeno. Dessas 
maneiras, as celulas dendriticas atuam como conexoes cruciais entre o sistema imune 
inato, que proporciona uma primeira linha rapida de defesa contra patogenos invasores 
e o sistema imune adaptativo, que produz uma resposta mais lenta, mas extremamente 
poderosa e especffica para atacar o invasor, como veremos a seguir. 

Resumo 

Todos os organismos multicelulares possuem defesas imunes inatas contra patoge- 
nos invasores. Essas defesas incluem barreiras fisicas e quimicas e diversas respostas 
celulares de defesa. Nos vertebrados, essas respostas de defesa inatas podem recrutar 
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Figura 24-11 As celulas dendrfticas como intermediarias funcionais entre os sistemas imune inato e 
adaptativo. As celulas dendrfticas capturam os microbios invasores ou seus produtos nos locais de uma infec- 
gao. Os PAMPs microbianos ativam as celulas a expressar proteinas coestimuladoras e grandes quantidades de 
proteinas MHC em sua superficie e migrar para os linfonodos vizinhos atraves dos vasos linfaticos. Nos linfono- 
dos, as celulas dendrfticas ativadas ativam as celulas T que expressam os receptores adequados para as proteinas 
coestimuladoras e os peptfdeos microbianos ligados as proteinas do MHC na superficie das celulas dendrfticas. 
As celulas T ativadas proliferam, e algumas celulas da sua descendencia migram para o local de origem da infec- 
gao onde irao auxiliar na eliminagao dos microbios por meio da ativagao dos macrofagos locais ou matando as 
celulas hospedeiras infectadas (nao apresentado). 

Uma caracterfstica crucial da ativagao das celulas dendrfticas e que o patogeno fornece a uma determinada 
celula dendrftica os peptfdeos para apresentagao para as celulas T e os sinais dos PAMPs que ativam as celulas den¬ 
drfticas para expressar as moleculas coestimuladoras. Dessa maneira, cada ceula dendrftica possui tudo que necessita 
para ativar celulas T especfficas que reconhegam os complexos peptfdeo-MHC em sua superficie (Animagao 24.3). 


respostas imunes adaptativas mais especificas e poderosas contra a infecgao. As res- 
postas imunes inatas baseiam-se na habilidade das celulas do hospedeiro de reconhe- 
cer caracteristicas das moleculas microbianas denominadas padroes moleculares as- 
sociados aos patogenos (PAMPs), os quais podem estar associados com as proteinas, 
lipideos, agucares ou acidos nucleicos dos patogenos. Os PAMPs sao principalmente 
reconhecidos por meio dos receptores de reconhecimento de padroes (PRRs), incluindo 
os receptores semelhantes ao Toll (TLRs) encontrados nas celulas animais e vegetais. 
Nos vertebrados, alguns PRRs sao secretados e podem ativar o complemento quando se 
ligam aos PAMPs microbianos. O sistema do complemento, que tambem pode ser ati- 
vado por anticorpos antimicrobianos ligados aos patogenos, consiste em um grupo de 
proteinas sanguineas que sao ativadas em sequencia para auxiliar no combate a infec¬ 
gao, rompendo a membrana do patogeno, estimulando uma resposta inflamatoria ou 
marcando o microbio como alvo para afagocitose, principalmente pelos macrofagos e 
neutrofilos. Os fagocitos usam uma combinagao de enzimas degenerativas, peptideos 
antimicrobianos e moleculas toxicas derivadas do oxigenio para matar os patogenos 
invasores. Alem disso, eles secretam varias moleculas sinalizadoras que auxiliam na 
ativagao da resposta inflamatoria. 

As celulas infectadas por virus produzem e secretam interferons do tipo I (IFN-a e 
IFN-p) que induz uma serie complexa de respostas do hospedeiro que inibem a replica- 
gao viral. Os interferons tambem intensificam a atividade de morte das celulas matadoras 
naturals (NK). Uma celula NK mata celulas hospedeiras infectadas por que elas expres¬ 
sam grandes quantidades de proteinas de superficie que ativam as celulas NK. A morte 
e especialmente eficiente quando as celulas infectadas expressam quantidades reduzidas 
de proteinas do MHC de classe I, as quais, quando presentes em quantidades normals na 
superficie de uma celula hospedeira, inibem a atividade de morte das celulas NK. 
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As celulas dendriticas do sistema imune inato conectam funcionalmente as respos- 
tas imunes inatas e adaptativas. As celulas tornam-se ativadas quando seus PRRs captu- 
ram microbios e seus produtos nos locais de infecgao e os fagocitam. As celulas ativadas 
clivam as protemas microbianas em fragmentos peptidicos que se ligam as protemas do 
MHC recem-produzidas, as quais transportam os fragmentos para a superficie celular. As 
celulas dendriticas ativadas levam os complexos peptideo-MHC para o orgao linfatico 
onde ativam celulas T para realizar uma resposta imune adaptativa adequada contra os 
microbios. 

VISAO GERAL DO SISTEMA IMUNE ADAPTATIVO 

Um big bang dramatico nos mecanismos de defesas imunes ocorreu quando os verte- 
brados com mandibulas evoluiram e adquiriram o sistema imune adaptativo. Esse so- 
fisticado sistema de defesa depende dos linfocitos T e B (celulas T e B), os quais, durante 
seu desenvolvimento, rearranjaram duas sequencias de DNA em diversas combinagbes, 
de modo que, juntas, as celulas passaram a poder produzir uma variedade praticamente 
ilimitada de receptores de celulas B e T e anticorpos. Coletivamente, essas protemas po- 
dem se ligar a essencialmente qualquer molecula, incluindo pequenos agentes quimicos, 
carboidratos, lipideos, protemas. Individualmente, elas podem se distinguir entre mole- 
culas que sao muito similares, tais como entre duas protemas que diferem em somente 
um unico aminoacido, ou entre isomeros oticos de uma mesma molecula pequena. Por 
meio dessa estrategia, o sistema imune adaptativo pode reconhecer e responder especi- 
ficamente a qualquer patogeno, incluindo novas formas mutantes. Entretanto, devido ao 
processo de rearranjo genetico que produz receptores que se ligam as moleculas proprias, 
bem como receptores que se ligam a moleculas estranhas, os vertebrados evoluiram me¬ 
canismos especiais para assegurar que as celulas B e T nao reajam contra as proprias ce¬ 
lulas e moleculas do hospedeiro, um processo chamado de autotolerancia imune. 

Alem disso, muitas substancias estranhas que entram no organismo sao inofensi- 
vas, como alimentos e materia inalada, e nao faria sentido criar-se uma resposta imune 
adaptativa contra elas. Tais respostas inadequadas sao, normalmente, evitadas, porque 
as repostas imunes inatas sao necessarias para recrutar a agao das respostas imunes 
adaptativas somente quando os PRRs das celulas inatas reconhecem os PAMPs micro- 
bianos, como discutimos anteriormente. E possivel enganar o sistema imune adaptativo 
para responder contra uma molecula estranha inocua, como, por exemplo, uma proteina 
estranha por meio da coinjegao de uma molecula (frequentemente de origem microbia- 
na) denominada adjuvante, que ativa os PRRs. Esse truque e denominado imunizagao 
eeo fundamento da vacinagao. Qualquer substantia capaz de estimular as celulas B ou 
T a produzir uma resposta imune adaptativa especifica contra ela e referida como um 
antigeno (do ingles, antibody generator, “gerador de anticorpo”). 

Ha duas amplas classes de respostas imunes adaptativas: as respostas de anticorpos 
e as respostas imunes mediadas por celulas T, e a maioria dos patogenos induzem as duas 
classes de respostas. Nas respostas de anticorpos, as celulas B sao ativadas para secre- 
tarem anticorpos, que sao protemas que circulam na corrente sanguinea e permeiam os 
outros fluidos corporais, onde podem se ligar especificamente aos antigenos estranhos 
que estimularam sua produgao (ver Figura 24-2). A ligagao do anticorpo neutraliza virus 
e toxinas microbianas extracelulares (como as toxinas tetanica ou da colera), bloqueando 
sua capacidade de se ligar a receptores nas celulas do hospedeiro. A ligagao do anticorpo 
tambem marca o patogeno invasor para a destruigao, facilitando sua fagocitose pelo siste¬ 
ma imune inato para ingeri-lo e destrui-lo, ativando o sistema do complemento. 

Nas respostas imunes mediadas por celulas T, as celulas T reconhecem os antige¬ 
nos estranhos que sao ligados as protemas do MHC na superficie das celulas hospedeiras, 
como as celulas dendriticas, que sao especializadas na apresentagao de antigenos as celulas 
T e sao, portanto, denominadas celulas apresentadoras de antigenos profissionais (APCs ; do 
ingles, antigen presenting cells). As celulas T podem detectar patogenos escondidos dentro 
das celulas hospedeiras e matar as celulas infectadas (ver Figura 24-2) ou estimular sua eli- 
minagao pelo auxilio dos fagocitos ou celulas B, porque as protemas do MHC levam frag¬ 
mentos das protemas dos patogenos de dentro para a superficie da hospedeira. 

Nesta segao discutiremos as origens e propriedades gerais das celulas B e T. Nas 
segoes finais, iremos ver as propriedades e fungoes especificas dessas celulas. 
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Figura 24-12 Orgaos linfoides huma- 
nos. Os linfocitos se desenvolvem a partir 
de celulas progenitoras linfoides no timo e 
na medula ossea ( amarelo ) e por isso sao 
chamados de orgaos linfoides centrais (ou 
primarios). Os linfocitos recem-formados 
migram dos orgaos linfoides primarios 
para os orgaos linfoides perifericos (ou 
secundarios), onde podem reagir com os 
antigenos estranhos. Somente alguns dos 
orgaos linfoides perifericos ( azul) e vasos 
linfaticos (verde) estao representados; 
varios linfocitos, por exemplo, sao encon- 
trados na pele e no trato respiratorio. Con- 
forme sera discutido posteriormente, os 
vasos linfaticos desembocam na corrente 
sanguinea (nao representado). 


Figura 24-13 O desenvolvimento de 
celulas B e T. Os orgaos linfoides centrais, 
nos quais os linfocitos desenvolvem-se a 
partir das celulas progenitoras linfoides, 
estao destacados em amarelo. As celulas 
progenitoras linfoides se desenvolvem a 
partir das celulas-tronco hematopoieticas 
multipotentes na medula ossea. Algumas 
celulas progenitoras linfoides desen¬ 
volvem-se localmente na medula ossea 
em celulas B imaturas, enquanto outras 
migram, atraves da circulagao sanguinea, 
para o timo, onde se desenvolvem em 
timocitos (celulas T em desenvolvimento). 
Os antigenos estranhos ativam as celulas 
B e T principalmente nos orgaos linfoides 
perifericos, como linfonodos ou bago. 



As celulas B desenvolvem-se na medula ossea e as celulas T 
desenvolvem-se no timo 

Existem cerca de 2 X 10 12 linfocitos no corpo humano, o que torna sua massa celular com- 
paravel a do figado ou a do cerebro. Eles estao presentes em grande numero na corrente 
sanguinea e na linfa (o fluido incolor presente nos vasos linfaticos que conectam os lin¬ 
fonodos do organismo uns com os outros e com a corrente sanguinea). Eles tambem es¬ 
tao concentrados nos orgaos linfoides, como o timo, linfonodos e bago (Figura 24-12), e 
muitos tambem sao encontrados em outros orgaos, incluindo a pele, pulmoes e intestino. 

Os nomes das celulas T e das celulas B derivam dos orgaos nos quais se desen¬ 
volvem: as celulas T desenvolvem-se no timo, e as celulas B, nos mamiferos adultos, 
desenvolvem-se na medula ossea (bone marrow). Os dois tipos celulares se desenvolvem 
a partir de celulas progenitoras linfoides produzidas a partir de celulas-tronco hemato¬ 
poieticas, as quais sao encontradas principalmente na medula ossea (Figura 24-13). As 
celulas-tronco hematopoieticas dao origem a outras celulas alem dos linfocitos: como 
discutido no Capitulo 22, elas produzem todas as celulas do sistema hematopoietico, 
incluindo os eritrocitos, leucocitos e plaquetas (ver Figura 22-32). 
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Figura 24-14 Micrografias eletronicas 
de linfocitos efetores e em repouso. 

(A) Um linfocito em repouso pode tanto 
ser uma celula B como uma celula T, uma 
vez que a distingao morfologica dessas 
celulas e muito diffcil de ser realizada, ate 
que sejam ativadas pelo antigeno e tor- 
nem-se celulas efetoras. (B) Uma celula B 
efetora (um plasmocito). Essa celula apre- 
senta um extenso reticulo endoplasmatico 
(RE) rugoso, que se encontra preenchido 
por moleculas de anticorpo secretadas em 
grandes quantidades. (C) Uma celula T 
efetora, que possui relativamente pouco 
RE rugoso, mas apresenta varios ribosso- 
mos livres; ela secreta citocinas, porem 
em quantidades relativamente pequenas. 
Repare que as tres celulas sao mostradas 
com o mesmo aumento. (A, cortesia de 
Dorothy Zucker-Franklin; B, cortesia de 
Carlo Grossi; A e B, de D. Zucker-Franklin 
et al., Atlas of Blood Cells: Function and 
Pathology, 2nd ed. Milan, Italy: Edi. Ermes, 
1988; C, cortesia de Stefanello de Petris.) 


(A) Celula T ou B em repouso 


1 |xm 


(B) Celula B efetora (plasmocito) ' - ' 

1 [Jim 

O timo e a medula ossea sao referidos como orgaos linfoides centrais (prima¬ 
ries), porque sao os locais onde ocorre o desenvolvimento dos linfocitos a partir de ce¬ 
lulas progenitoras linfoides (ver Figura 24-12). Conforme discutiremos mais adiante, as 
celulas B e T, em sua maioria, morrem nos orgaos linfoides centrais logo apos o seu de¬ 
senvolvimento, sem nunca terem atuado. Outras, no entanto, maturam e migram atraves 
do sangue para os orgaos linfoides perifericos (secundarios), principalmente para os 
linfonodos, o bago e os tecidos linfoides associados ao epitelio do trato gastrintestinal, 
trato respiratorio e pele. E nesses orgaos linfoides perifericos que os antigenos estranhos 
ativam as celulas B e T (ver Figura 24-13). 

As celulas B e T tornam-se morfologicamente distintas uma da outra somente apos 
a ativagao pelo antigeno. As celulas B e T em repouso sao muito similares, mesmo quan- 
do observadas por microscopia eletronica (Figura 24-14A). Apos ativagao pelo antigeno, 
ambas proliferam e maturam em celulas efetoras. As celulas B efetoras secretam anti- 
corpos; na sua forma mais diferenciada, quando sao denominadas celulas plasmaticas, 
ou plasmocitos, elas sao preenchidas com um extenso reticulo endoplasmatico que esta 
ativamente produzindo anticorpos (Figura 24-14B). Por outro lado, as celulas T efetoras 
(Figura 24-14C) content pouco reticulo endoplasmatico e secretam diversas citocinas 
no lugar de anticorpos. As citocinas das celulas T atuam localmente nas celulas vizinhas, 
embora algumas sejam levadas na circulagao sangumea e atuem em celulas hospedeiras 
distantes, ao passo que os anticorpos derivados das celulas B sao amplamente distribui- 
dos pela corrente sangumea. 



(C) Celula T efetora 


1 [Jim 


A memoria imunologica depende tanto da expansao clonal 
quanto da diferenciagao de linfocitos 

A caracteristica mais marcante do sistema imune adaptativo e a capacidade de respon¬ 
der a milhoes de antigenos estranhos diferentes de uma maneira altamente especifica. 
Coletivamente, as celulas B humanas, por exemplo, podem produzir mais de 10 12 anti¬ 
corpos diferentes que reagem de forma especifica ao antigeno que induziu a sua pro- 
dugao. Como as celulas B e T respondem especificamente a essa enorme diversidade 
de antigenos estranhos? A resposta para a celula T e para a celula B e a mesma. Como 
cada linfocito desenvolve-se em um orgao linfoide central, este se torna comprometi- 
do a reagir a um determinado antigeno antes mesmo de ser exposto a ele. A expressao 
desse comprometimento ocorre na forma de receptores de superficie celular que se li- 
gam especificamente ao antigeno. Quando um linfocito encontra seu antigeno no orgao 
linfoide periferico, a ligagao do antigeno aos receptores (com o auxilio de sinais coes- 
timuladores, discutidos mais adiante) ativa os linfocitos. Isso causa a proliferagao dos 
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Figura 24-15 Selegao clonal. Um antige- 
no ativa somente aqueles linfocitos que ja 
se encontram comprometidos a responder 
a eles. A celula comprometida expressa 
receptores de superficie celular que reco- 
nhecem especificamente o antigeno. 0 
sistema imune adaptativo humano consis- 
te em milhoes de clones de celulas B e T 
diferentes, com as celulas de um mesmo 
clone expressando o mesmo receptor 
de antigeno. Antes de encontrar-se com 
um antigeno pela primeira vez, um clone 
contem, normalmente, somente um ou 
um pequeno numero de celulas. Um de- 
terminado antigeno pode ativar centenas 
de clones diferentes, cada um expressando 
um receptor de antigeno diferente que se 
liga a uma porgao distinta do antigeno ou 
a mesma porgao do antigeno, mas com 
diferente afinidade de ligagao. Embora so¬ 
mente as celulas B estejam representadas 
aqui, as celulas T sao selecionadas de for¬ 
ma similar. Observe que os receptores de 
antigeno das celulas B, identificados como 
p neste diagrama, possuem o mesmo sftio 
de ligagao do antigeno que os anticorpos 
secretados pelas celulas Bp efetoras. 

Como discutiremos mais adiante, as celu¬ 
las B necessitam de sinais coestimuladores 
das celulas T para se tornarem ativadas 
pelo antigeno e proliferar e diferenciar 
em celulas secretoras de anticorpos (nao 
apresentados). 
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linfocitos, produzindo mais celulas com o mesmo receptor, um processo denominado 
expansao clonal. O encontro com o antigeno tambem faz algumas das celulas se diferen- 
ciarem em celulas efetoras. Portanto, um antigeno estimula seletivamente aquelas celu¬ 
las que expressam receptores complementares especificos para o antigeno e que estao 
previamente comprometidas a responder a ele (Figura 24-15). Esse arranjo, denomina¬ 
do selegao clonal, fornece uma explicagao para a memoria imunologica, que e quando 
desenvolvemos uma imunidade por toda a vida contra doengas infecciosas comuns apos 
uma exposigao inicial ao patogeno, seja por meio de uma infecgao natural ou por meio 
de vacinagao. 

E facil demonstrar essa memoria imunologica com experimentos com animais. Se 
um animal for imunizado uma unica vez com um antigeno A, apos alguns dias pode- 
-se detectar uma resposta imune (mediada por anticorpos, mediada por celulas T ou 
por ambos); ela aumenta rapida e exponencialmente e, apos, decresce de forma gradual. 
Esse e o perfil caracteristico da resposta imune primaria, que ocorre caracteristicamen- 
te em um animal que tenha tido o primeiro contato com o antigeno. Se, apos algumas 
semanas, meses ou mesmo anos, o animal for novamente imunizado com o antigeno A, 
ele ira produzir normalmente uma resposta imune secundaria que difere da reposta 
primaria; esse intervalo sera mais curto porque agora ha mais celulas B ou T (ou ambas) 
preexistentes com especificidade pelo antigeno A, e a resposta sera maior e mais efi- 
ciente. Essas diferengas indicam que o animal “lembra-se” do primeiro contato com o 
antigeno A. Se um animal entra em contato com outro antigeno (p. ex., um antigeno B), 
mesmo depois da segunda injegao do antigeno A, o perfil da resposta imune decorrente 
e normalmente de resposta primaria, e nao secundaria. A resposta secundaria, portanto, 
reflete a memoria imunologica antigeno-especifica para o antigeno A (Figura 24-16). 

A memoria imunologica depende da proliferagao e diferenciagao dos linfocitos. 
Em um animal adulto, os orgaos linfoides perifericos contem uma mistura de linfoci- 
tos que se encontram em pelo menos tres estagios de maturagao: celulas virgens, celulas 
efetoras e celulas de memoria. Quando as celulas virgens encontram seus antigenos es- 
tranhos especificos pela primeira vez, o antigeno estimula a proliferagao e diferencia¬ 
gao de algumas celulas em celulas efetoras, as quais irao realizar a resposta imune (as 
celulas B efetoras irao secretar anticorpos e as celulas T efetoras irao matar as celulas 
infectadas ou influenciar a resposta de outras celulas imunes, por exemplo, por meio da 
secregao de citocinas). Algumas celulas virgens estimuladas por antigeno multiplicam e 
diferenciam em celulas de memoria, as quais serao mais facil e rapidamente induzidas 
a tornarem-se celulas efetoras mais tarde quando encontrarem com o mesmo antigeno. 
Assim como as celulas virgens, quando as celulas de memoria encontram seu antigeno, 
elas originam celulas efetoras ou mais celulas de memoria (Figura 24-17). 
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Figura 24-16 Memoria imunologica: 
respostas primaria e secundaria de 
anticorpos. A resposta secundaria in- 
duzida por uma segunda exposigao ao 
antigeno A e mais rapida e mais intensa 
que a resposta primaria ao antigeno A, 
indicando que o sistema imune adaptativo 
lembrou especificamente do encontro pre- 
vio com o antigeno A. 0 mesmo tipo de 
memoria imunologica tambem observado 
nas respostas mediadas por celulas T (nao 
apresentado). Como discutiremos mais 
adiante, os tipos de anticorpos produzidos 
na resposta secundaria sao diferentes 
daqueles produzidos na resposta primaria 
e esses anticorpos ligam-se mais fortemen- 
te ao antigeno. 


Assim, durante a resposta primaria, a expansao clonal e diferenciagao das celu¬ 
las virgens estimuladas por antigeno da origem a muitas celulas de memoria que sao 
capazes de responder ao mesmo antigeno com mais sensibilidade, rapidez e eficacia. 
Alem disso, ao contrario da maioria das celulas efetoras, que morrem dentro de dias ou 
de semanas, as celulas de memoria podem viver por toda a vida do animal, mesmo na 
ausencia de seus antigenos especificos, fornecendo uma memoria imunologica perma- 
nente. Embora a maioria das celulas B e T efetoras morra apos o final da resposta imune, 
algumas celulas efetoras sobrevivem e auxiliam na protegao duradoura contra o patoge- 
no. Uma pequena proporgao de celulas plasmaticas produzidas na resposta de celulas 
B primaria, por exemplo, pode sobreviver por muitos meses ou anos na medula ossea, 
onde continuam a secretar anticorpos especificos para a corrente sangumea. 


Os linfocitos recirculam continuamente atraves dos orgaos 
linfoides perifericos 

Os patogenos geralmente entram no organismo atraves das superficies epiteliais, na 
maioria das vezes atraves da pele, do intestino ou do trato respiratorio. Para induzir uma 
resposta imune adaptativa, os microbios e seus produtos devem migrar dessas regioes ate 
os orgaos linfoides perifericos como os linfonodos ou o bago, onde os linfocitos sao ativa- 
dos (ver Figura 24-11). A via a ser percorrida e o destino dependem do local onde ocorreu 
a entrada do patogeno. Os vasos linfaticos levam os antigenos que entram atraves da pele 
ou do trato respiratorio para os linfonodos locais. Os antigenos que entram pelo intestino 
sao destinados aos orgaos linfoides perifericos associados aos intestinos, como as placas 
de Peyer, e aqueles que penetram a corrente sangumea sao filtrados pelo bago (ver Figura 
24-12). Como discutido anteriormente (ver Figura 24-11), na maioria dos casos, as celulas 
dendriticas transportam os antigenos do sitio de infecgao para os orgaos linfoides perife¬ 
ricos, onde atuam na ativagao das celulas T (como discutiremos adiante). 

Entretanto, somente uma pequena fragao das celulas T e B virgens podem reco- 
nhecer um determinado antigeno microbiano nos orgaos linfoides perifericos, estimado 
em 1/10.000 a 1/1.000.000 de cada classe de linfocito dependendo do antigeno. Como 
essas celulas raras encontram a celula apresentadora de antigeno portando o seu anti¬ 
geno especifico? A resposta e que os linfocitos recirculam constantemente, alguns entre 
os orgaos linfoides perifericos e outros atraves da linfa e do sangue. No linfonodo, por 
exemplo, eles deixam continuamente a corrente sangumea, passando entre as celulas 
endoteliais especializadas que revestem as pequenas veias denominadas venulas pos- 
-capilares. Apos passarem pelo linfonodo, acumulam-se em pequenos vasos linfaticos 


Figura 24-17 Um modelo para as bases celulares da memoria imunologica. Quando estimulada por seu 
antigeno especifico e por sinais coestimuladores, os linfocitos virgens proliferam e diferenciam. A maioria trans- 
forma-se em celulas efetoras, que atuam e morrem, enquanto outros se tornam celulas de memoria. Durante 
as exposigoes subsequentes ao mesmo antigeno, as celulas de memoria respondem mais pronta e rapidamente 
do que as celulas virgens: elas proliferam e geram celulas efetoras e mais celulas de memoria. Algumas celulas T 
de memoria tambem se desenvolvem a partir de algumas celulas T efetoras (nao apresentado). Nao se conhece 
como ocorre a escolha entre se tornar uma celula efetora ou uma celula de memoria. 
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Figura 24-18 A via de circulagao dos 
linfocitos entre a linfa e o sangue. 

A circulagao atraves de um linfonodo 
(. amarelo) e mostrada aqui. Os antigenos 
microbianos sao geralmente transportados 
para dentro do linfonodo por uma celula 
dendritica ativada (nao apresentado), que 
entra nos linfonodos via vasos linfaticos 
aferentes, drenando um tecido infectado 
(verde). Ao contrario, as celulas B e T en- 
tram nos linfonodos a partir da circulagao 
por meio das venulas pos-capilares. A nao 
ser que encontrem seus antigenos, as ce¬ 
lulas B e T deixam o linfonodo atraves dos 
vasos linfaticos eferentes, que eventual- 
mente conectam-se com o ducto toracico. 
0 ducto toracico esvazia em uma grande 
veia que leva o sangue ao coragao, com- 
pletando o ciclo de circulagao das celulas T 
e B. 0 ciclo de circulagao tipico para esses 
linfocitos dura cerca de 12 a 24 horas. 


que deixam o linfonodo e conectam-se com outros vasos linfaticos, que passam atraves 
de outros linfonodos posteriores (ver Figura 24-12). Passando por vasos cada vez maio- 
res, os linfocitos eventualmente penetram o vaso linfatico principal (o ducto toracico), 
que os transporta de volta ao sangue (Figura 24-18). 

A continua recirculagao de um linfocito entre o sangue e a linfa termina somente 
se seu antigeno especifico ativa-lo no orgao linfoide periferico. Nesse caso, o linfocito 
fica retido no orgao linfoide periferico, onde prolifera e diferencia-se em celulas efetoras 
ou celulas de memoria. Muitas celulas T efetoras deixam os orgaos linfoides por meio 
da linfa e migram pela corrente sangumea para o local da infecgao (ver Figura 24-11), ao 
passo que outras ficam nos orgaos linfoides e auxiliam na ativagao (ou supressao) de ou- 
tras celulas do sistema imune. Algumas celulas B efetoras (celulas plasmaticas) perma- 
necem nos orgaos linfoides perifericos e secretam anticorpos no sangue por varios dias 
ate morrerem, outras migram para a medula ossea onde secretam anticorpos no sangue 
por meses ou anos. As celulas T e B de memoria juntam-se aos linfocitos recirculantes. 

A recirculagao dos linfocitos depende de interagoes especificas entre a superficie 
celular do linfocito e a superficie das celulas endoteliais que revestem os vasos sangui- 
neos dos orgaos linfoides perifericos. Os linfocitos que entram nos linfonodos por meio 
da circulagao sangumea, por exemplo, aderem fracamente as celulas endoteliais espe- 
cializadas que revestem as venulas pos-capilares por meio dos receptores de alojamento 
(do ingles, homing receptors ), os quais pertencem a familia das selectinas de lectinas de 
superficie celular que se ligam a grupos especificos de agiicares da superficie das celulas 
endoteliais (ve Figura 19-28). Os linfocitos rolam lentamente sobre a superficie endote- 
lial, ate que entra em agao outro sistema de adesao mais forte, por meio das quimiocinas 
secretadas pelas celulas endoteliais, dependente de uma protema integrina. Nesse mo¬ 
menta os linfocitos interrompem o rolamento e saem do vaso sangumeo para o linfono¬ 
do usando outra protema de adesao denominada CD31 (Figura 24-19). Embora as celu¬ 
las T e B inicialmente entrem na mesma regiao de um linfonodo, diferentes quimiocinas 
as direcionam para regioes separadas dos nodos: as celulas B para os foliculos linfoides e 
as celulas T para os paracortex (Figura 24-20). 

Se as celulas B ou T nao encontrarem seus antigenos, deixarao o linfonodo atra¬ 
ves dos vasos linfaticos eferentes. Porem, se as celulas encontrarem seu antigeno, serao 
estimuladas a apresentarem seus receptores de adesao que aprisionam as celulas nos 
linfonodos. As celulas acumulam-se nas jungoes entre as areas de celulas B e celulas T, 
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Figura 24-19 A migragao dos linfocitos da corrente sangumea para o linfonodo. Um linfocito circulante 
adere fracamente a superficie de uma celula endotelial especializada que reveste a venula pos-capilar em um linfo¬ 
nodo. Esta adesao inicial e mediada por selectina-L (discutida no Capitulo 19) na superficie do linfocito. A adesao 
e suficientemente fraca para permitir que o linfocito, empurrado pela circulagao sangumea, role sobre a superficie 
das celulas endoteliais. Rapidamente, os linfocitos ativam um sistema de adesao ainda mais forte, mediado por 
integrinas, apos o estimulo por quimiocinas secretadas por celulas endoteliais especializados nos nodo (seta ver- 
melha curvada). Esta forte adesao possibilita que a celula pare de rolar. Os linfocitos, entao, usam uma protema de 
adesao (CD31) semelhante a imunoglobulina para se ligar as jungoes entre as celulas endoteliais adjacentes e mi- 
grar para fora da venula. A migragao subsequente do linfocito para dentro dos linfonodos depende das quimioci¬ 
nas produzidas dentro do linfonodo (seta reta em vermelho). A migragao de outros tipos de leucocitos da corrente 
sangumea para os locais de infecgao ocorre de maneira similar (ver Figura 19-28 e Animagao 19.2). 
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onde as poucas celulas B e T com antigenos especificos podem interagir para proliferar 
e diferenciar-se em celulas efetoras e em celulas de memoria. Muitas celulas efetoras 
deixam os linfonodos expressando diferentes receptores de quimiocinas que auxiliam a 
guia-las aos seus novos destinos: as celulas B efetoras plasmaticas para a medula ossea e 
as celulas T efetoras para os locals de infecgao 


Figura 24-20 Um esquema simplifica- 
do do linfonodo humano. As celulas B 
sao inicialmente agrupadas em estruturas 
denominadas foliculos linfoides, enquanto 
as celulas T ficam concentradas principal¬ 
mente no paracortex. Ambos os tipos de 
linfocitos sao atraidos por quimiocinas 
ao entrar no linfonodo, deixando o san- 
gue via venulas pos-capilares (ver Figura 
24-19). Entao, as celulas B e T migram 
para suas respectivas areas, atraidas por 
diferentes quimiocinas. Se elas nao encon- 
trarem seus antigenos especificos, tanto 
as celulas B como as celulas T entram no 
sinusoide medular e deixam o linfonodo 
via vaso linfatico eferente. Esse vaso de- 
semboca na corrente sanguinea, possibili- 
tando que os linfocitos iniciem outro ciclo 
de circulagao atraves dos orgaos linfoides 
perifericos (ver Figura 24-18). Durante 
uma infecgao, a proliferagao de celulas B 
especfficas de patogenos produzem um 
centra germinativo em alguns foliculos 
linfoides. 


A autotolerancia imunologica assegura que as celulas B e T nao 
ataquem as celulas e moleculas normals do hospedeiro 

Como discutido anteriormente, as celulas do sistema imune inato usam os PRRs para dis- 
tinguir as moleculas microbianas das moleculas proprias produzidas pelo hospedeiro. O 
sistema imune adaptativo possui a missao de reconhecimento mais dificil de responder es- 
pecificamente a um numero praticamente ilimitado de moleculas estranhas e de, ao mes- 
mo tempo, nao responder ao grande numero de moleculas proprias. Como isso e alcanga- 
do? Pode-se dizer que as moleculas proprias normalmente nao induzem as reagoes imunes 
inatas necessarias para ativar respostas imunes adaptativas. No entanto, mesmo quando 
uma infecgao ou um dano ao tecido estimula uma reagao inata, a grande maioria das mo¬ 
leculas proprias normalmente ainda nao induz uma resposta imune adaptativa. Por que? 

Um motivo importante e que o sistema imune adaptativo “aprende” a nao reagir 
contra moleculas proprias. Um camundongo normal, por exemplo, nao produz resposta 
imune contra um de seus proprios componentes proteicos do sistema do complemento 
denominado C5 (ver Figura 24-7). Entretanto, camundongos mutantes que nao possuem 
o gene que codifica o C5, mas sao geneticamente identicos ao camundongo normal da 
mesma linhagem, podem produzir uma resposta imune forte contra esta protema quan¬ 
do imunizado com ela. A autotolerancia imunologica apresentada por camundongos 
normals persiste somente pelo tempo que a molecula propria permanecer no organis- 
mo. Se uma molecula propria como o C5 for experimentalmente removida do camun¬ 
dongo adulto, apos poucas semanas ou meses o animal adquire a capacidade de res¬ 
ponder a ela, conforme novas celulas B e T sao produzidas na ausencia de C5. Assim, o 
sistema imune adaptativo e geneticamente capaz de responder a moleculas proprias, 
mas aprende a nao faze-lo. 

A autotolerancia depende de diversos mecanismos, incluindo os seguintes (Figura 
24-21): 

1. Na edigao dos receptores, as celulas B em desenvolvimento que reconhecem as mo¬ 
leculas proprias alteram seus receptores de modo que nao as reconhegam mais. 

2. Na delegao clonal, as celulas B e T potencialmente autorreativas morrem por apop- 
tose quando encontram uma determinada molecula propria. 

3. Na inativagao clonal (tambem denominada anergia clonal), as celulas B e T autor¬ 
reativas tornam-se funcionalmente inativadas quando encontram suas moleculas 
proprias. 
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4. Na supressao clonal, as celulas T reguladoras autorreativas (discutidas mais adiante) 
impedem a atividade de outros tipos de linfocitos potencialmente autorreativos. 

Alguns desses mecanismos, principalmente os dois primeiros, a edigao dos recep- 
tores nas celulas B e a delegao clonal das celulas B e T atuam nos orgaos linfoides cen¬ 
trals quando as celulas B e T autorreativas recem-formadas encontram pela primeira 
vez suas moleculas proprias, e eles sao os principals responsaveis pelo processo deno- 
minado tolerancia central. A inativagao clonal e a supressao clonal, ao contrario, atuam 
principalmente quando as celulas B e T maduras encontram suas proprias moleculas 
nos orgaos linfoides perifericos, sendo, entao, responsaveis pelo processo chamado de 
tolerancia periferica. Entretanto, a delegao clonal tambem pode atuar na periferia e a 
inativagao clonal tambem pode atuar nos orgaos linfoides centrais. 

Por que a ligagao a uma molecula propria leva a tolerancia em vez de ativagao? 
A resposta ainda nao e completamente conhecida. Como veremos mais adiante, a ati¬ 
vagao das celulas B e T pelo seu antigeno em um orgao linfoide periferico requer mais 
do que apenas a ligagao do antigeno. Ela requer sinais coestimuladores, que sao forne- 
cidos pelas celulas T auxiliares (discutidas mais adiantes), no caso das celulas B, e por 
celulas dendriticas ativadas, no caso das celulas T virgens. A produgao de tais sinais 
normalmente e ativada pela exposigao a um patogeno, mas os linfocitos autorreati¬ 
vos normalmente encontram seu autoantigeno na ausencia de tais sinais. Sob essas 
condigoes, os linfocitos nao irao somente falhar na sua ativagao, mas irao se tornar 
tolerantes, sendo mortos ou inativados, ou ativamente suprimidos por uma celula T 
reguladora (ver Figura 24-21). A ativagao ou a tolerancia de uma celula T ocorre nos 
orgaos linfoides perifericos, normalmente na superficie de uma celula dendritica. 

Por razoes ainda desconhecidas, os mecanismos de tolerancia algumas vezes fa- 
lham, causando a reagao das celulas B e T (ou ambas) contra as moleculas do proprio 
organismo. A miastenia grave e um exemplo de uma doenga autoimune. A maioria dos 
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Figura 24-21 Mecanismos de autotolerancia imunologica. Quando uma celula B imatura, autorreativa, liga as proprias moleculas nos orgaos linfoides 
centrais onde ela e produzida, ela pode alterar seu receptor de antigeno de modo que deixe de ser autorreativa (celula 1). Esse processo e denominado edigao 
do receptor. Alternativamente, quando uma celula T ou B imatura se liga as moleculas proprias nos orgaos linfoides centrais, ela pode morrer por apoptose, 
um processo denominado delegao clonal (celula 2). Como essas duas formas de tolerancia (apresentadas a esquerda) ocorrem nos orgaos linfoides centrais, sao 
denominadas tolerancia central. 

Quando uma celula B ou T virgem autorreativa escapa da indugao de tolerancia nos orgaos linfoides centrais e liga-se as suas moleculas proprias nos 
orgaos linfoides perifericos (celula 4), ou em outro tecido periferico, ela normalmente nao sera ativada, porque a sinalizagao geralmente ocorre sem sinal coes- 
timulador suficiente, e a celula morre por apoptose (frequentemente apos um periodo de proliferagao), ou sera inativada, ou subsequentemente suprimida por 
uma celula T reguladora. Estas formas de tolerancia, apresentadas a direita, sao denominadas tolerancia periferica. Como discutido anteriormente, as celulas 
que fornecem os sinais coestimuladores sao os linfocitos T para as celulas B e normalmente as celulas dendriticas para as celulas T (nao apresentado). Pelo me- 
nos para as celulas T, a ativagao e a tolerancia nos orgaos linfoides perifericos normalmente ocorrem na superficie de uma celula dendritica, embora as celulas 
dendriticas sejam diferentes nos dois casos. 
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individuos afetados produzem anticorpos contra os receptores de acetilcolina nas celu- 
las do proprio musculo esqueletico. Esses receptores sao necessarios para a contragao 
muscular normal em resposta a estimulagao nervosa, que libera a acetilcolina (ver Figura 
11-39). Os anticorpos interferem no funcionamento normal desses receptores, e, dessa 
forma, o paciente torna-se fraco e pode morrer por nao poder respirar. Igualmente, no 
diabetes juvenil (tipo 1 ), reagoes auto imunes adaptativas contra as celulas |3 secretoras de 
insulina do pancreas matam essas celulas, levando a uma deficiencia grave de insulina. 

Resumo 

As respostas imunes inatas ativadas por patogenos nos locais da infecgao auxiliam a ati- 
vagao das respostas imunes adaptativas nos orgaos linfoides perifericos. O sistema imune 
adaptativo e composto por milhoes de clones de celulas B eT, com as celulas de cada clone 
compartilhando um unico receptor de superficie celular que permite que elas se liguem a 
um antigeno patogenico espedfico. A ligagao do antigeno a esses receptores, com o auxi- 
lio dos sinais coestimuladores, estimulam a proliferagao e diferenciagao dos linfocitos em 
celulas efetoras que poderao auxiliar na eliminagao dos patogenos. As celulas B efetoras 
secretam anticorpos que podem atuar em longas distancias para auxiliar na eliminagao 
dos patogenos extracelulares e suas toxinas. As celulas T efetoras, por outro lado, produzem 
moleculas coestimuladoras secretadas e de superficie celular que atuam, principalmente 
localmente, para auxiliar as outras celulas do sistema imune na eliminagao dos patogenos. 
Alem disso, algumas celulas T podem induzir o suiddio das celulas hospedeiras infectadas. 

Durante a resposta adaptativa primaria a um antigeno, os linfocitos que reconhe- 
cem o antigeno proliferam para que, em uma proxima vez, existam mais deles para res¬ 
ponder ao antigeno na resposta secundaria ao mesmo antigeno. Alem disso, durante a 
resposta primaria a um antigeno, os linfocitos diferenciam em celula T de memoria que 
respondem mais rapido e de maneira mais eficiente na proxima vez que o mesmo patoge- 
no invadir o organismo. Esses dois mecanismos sao os principais responsaveis pela me- 
moria imunologica. As celulas B eT recirculam continuamente entre os orgaos linfoides 
perifericos por meio do sangue e da linfa. Somente se encontrarem seus antigenos estra- 
nhos espedficos em um orgao linfoide periferico e que elas irao parar de migrar, proliferar 
e diferenciar em celulas efetoras ou celulas de memoria. Os linfocitos que reagem contra as 
moleculas proprias alteram seus receptores (no caso das celulas B) ou sao eliminadas ou 
inativadas. Elas tambem podem ser suprimidas por celulas T reguladoras. Esse conjunto 
de mecanismos sao responsaveis pela autotolerancia imune, que assegura que o sistema 
imune adaptativo normalmente evite o ataque as celulas e moleculas do hospedeiro. 

CELULAS B E IMUNOGLOBULINAS 

Inevitavelmente, os vertebrados morrem de infecgao se nao forem capazes de produzir 
anticorpos. Os anticorpos sao protemas secretadas que nos defendem contra patogenos 
extracelulares de varias maneiras. Eles se ligam aos virus e as toxinas microbianas, impe- 
dindo que eles se liguem e danifiquem as celulas hospedeiras (ver Figura 24-2). Quando 
ligados a um patogeno ou aos seus produtos, os anticorpos tambem recrutam alguns com- 
ponentes do sistema imune inato, incluindo varios tipos de leucocitos e componentes do 
sistema do complemento, que atuarao em conjunto para inativar e eliminar os invasores. 

Sintetizados exclusivamente pelas celulas B, os anticorpos sao produzidos em bilhoes 
de formas, cada uma com uma sequencia de aminoacidos diferente. Eles pertencem a uma 
classe de protemas denominadas imunoglobulinas (abreviadas como Igs) e estao entre as 
protemas mais abundantes que compoe o sague. Nesta segao, iremos tratar da estrutura e 
da fungao das imunoglobulinas e de como elas sao feitas de varias formas diferentes. 

As celulas B produzem imunoglobulinas (Igs) que atuam tanto 
como receptores de antigenos da superficie celular quanto como 
anticorpos secretados 

As primeiras Igs produzidas por um linfocito B recem-formado nao sao secretadas, mas 
sao inseridas na membrana plasmatica, onde atuam como receptores de antigenos. Elas 
sao chamadas de receptores de celulas B (BCRs), e cada celula B possui aproximada- 
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Figura 24-22 Receptores de celulas B 
(BCRs) e anticorpos secretados produzidos 
por um clone de celula B. A ligagao de um 
antigeno aos BCRs ou a uma celula B virgem 
ou de memoria (com os sinais coestimuladores 
fornecidos pelas celulas T auxiliares) ativa a 
proliferagao e diferenciagao das celulas em ce¬ 
lulas B efetoras. As celulas efetoras produzem 
e secretam anticorpos com um mesmo tipo de 
sitio de ligagao ao antigeno, que e o mesmo 
dos BCRs da superficie da celula. Como os anti¬ 
corpos possuem dois sitios identicos de ligagao 
do antigeno, eles podem fazer uma ligagao 
cruzada com dois antigenos, como o antigeno 
apresentado na figura que possui multiplos 
determinantes antigenicos identicos. 


mente 10 5 delas em sua membrana plasmatica. Cada BCR e associado de modo estavel 
a protemas transmembrana invariaveis que ativam as vias de sinalizagao intracelulares 
quando o antigeno se liga ao BCR. Mais adiante veremos essas protemas invariaveis quan- 
do estudaremos como as celulas B sao ativadas com o auxilio das celulas T auxiliares . 

Cada clone de celula B produz um unico tipo de BCR, cada um com um unico sitio 
de ligagao ao antigeno. Quando um antigeno e uma celula T auxiliar ativam uma celula B 
de memoria ou uma celula B virgem, a celula B prolifera e se diferencia em celula efetora 
que, em seguida, ira produzir e secretar grandes quantidades de Ig soluvel (e nao ligado 
a membrana). A Ig secretada e agora chamada de anticorpo, e possui o mesmo sitio de 
ligagao do antigeno especifico como o BCR (Figura 24-22). 

Uma molecula de Ig tipica e bivalente com dois sitios identicos de ligagao do anti¬ 
geno. Ela consiste em quatro cadeias polipeptidicas - duas cadeias leves identicas e duas 
cadeias pesadas identicas. A porgao N-terminal das cadeias leve e pesada normalmente 
cooperam para formar a superficie de ligagao do antigeno, ao passo que a porgao mais 
C-terminal da cadeia pesada forma a cauda da protema em forma de Y (Figura 24-23). 
A cauda medeia muitas das atividades dos anticorpos, e os anticorpos com o mesmo 
sitio de ligagao do antigeno podem ter diferentes regioes na causa, sendo que cada uma 
confere uma propriedade funcional distinta, como a capacidade de ativagao do comple- 
mento ou de se ligar a protemas receptoras nas celulas fagociticas, as quais se ligam a 
determinados tipos de cauda de anticorpo. 

Os mamfferos produzem cinco classes de Igs 

Nos maimferos, existem cinco classes principals de Igs; cada uma medeia uma resposta 
biologica caracteristica apos a ligagao do antigeno com um anticorpo: IgA, IgD, IgE, IgG e 
IgM, cada uma com sua propria classe de cadeia pesada - a, 8, e, 7 e jul respectivamente. 
As moleculas de IgA possuem cadeias a, as moleculas de IgG possuem cadeias 7 , e assim 
por diante. Alem disso, ha quatro subclasses de IgG humana (IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4), com 
cadeias pesadas 7 i; 7 2 , 7 3 e 7 4 respectivamente. Ha tambem duas subclasses de IgA humana. 
Alem das varias classes e subclasses de cadeias pesadas, os vertebrados superiores apre- 
sentam dois tipos de cadeias leves, k e A, que parecem ser funcionalmente indistinguiveis. 
Qualquer tipo de cadeia leve pode estar associada a qualquer tipo de cadeia pesada, mas 
cada molecula de Ig sempre contem cadeias leves identicas e cadeias pesadas identicas. 
Por exemplo, uma molecula de IgG pode ter cadeia leve k ou X, mas nao uma de cada. 
Como resultado, os sitios de ligagao ao antigeno de uma Ig sao sempre identicos (ver 
Figura 24-22). 

As varias cadeias pesadas tern uma conformagao caracteristica na regiao da cauda 
dos anticorpos, e e por isso que cada classe (e subclasse) tern caracteristicas proprias. A 
IgM e sempre a primeira classe de Ig que uma celula B em desenvolvimento produz na me- 
dula ossea. Ela forma os BCRs da superficie das celulas B virgens imaturas. Apos deixarem 


Figura 24-23 Representagao esquematica 
de uma molecula de anticorpo bivalente. 

Cada uma das cadeias pesadas possui uma 
regiao de dobradiga que, devido a sua flexi- 
bilidade, aumenta a eficiencia com a qual 0 
anticorpo pode estabelecer ligagoes cruzadas 
com 0 antigeno (ver Figura 24-22). As duas 
cadeias pesadas tambem formam a cauda do 
anticorpo, que determina suas propriedades 
funcionais. As cadeias pesadas e leves sao uni- 
das por pontes de S-S covalentes ( vermelho) e 
nao covalentes (nao apresentadas). 
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a medula ossea, essas celulas tambem comegam a produzir os BCRs IgD, com o mesmo 
sitio de ligagao do antigeno dos BCRs IgM. Agora essas celulas sao denominadas celulas 
B virgens maduras, pois podem responder a seus antigenos estranhos especificos nos or¬ 
gaos linfoides perifericos (Figura 24-24). A IgM e tambem a principal classe de anticorpo 
secretada na corrente sangumea nos estagios iniciais da resposta primaria de anticorpos, 
na primeira exposigao a um antigeno. Na sua forma secretada, a IgM e um pentamero se- 
melhante a uma roda composta por cinco unidades de quatro cadeias perfazendo um total 
de dez sitios de ligagao do antigeno, permitindo que ela se ligue fortemente aos patogenos. 
Na sua forma ligada ao antigeno, a IgM e muito eficiente na ativagao do complemento, o 
que e importante no inicio das respostas de anticorpos aos patogenos. 

A principal classe de anticorpos no sangue e a IgG. Esses anticorpos sao mono- 
meros de quatro cadeias (ver Figura 24-23) e sao produzidos em quantidades especial- 
mente grandes durante as respostas secundarias de anticorpos. A regiao da cauda de 
algumas subclasses de anticorpos IgG que se ligam ao antigeno podem ativar o com¬ 
plemento e tambem se ligar a receptores especificos nos macrofagos e neutrofilos. Fun- 
damentalmente por meio desses receptores Fc (assim denominados porque as caudas 
dos anticorpos sao chamadas de regioes Fc), essas celulas fagociticas se ligam, ingerem e 
destroem os microrganismos infecciosos que foram recobertos com anticorpos IgG pro¬ 
duzidos em resposta a infecgao. Os receptores Fc ativados tambem sinalizam a secregao 
de citocinas pro-inflamatorias pelos fagocitos (Animagao 24.4) 

A regiao da cauda dos anticorpos IgE liga-se a outra classe de receptor Fc na su- 
perficie dos mastocitos nos tecidos e basofilos no sangue. Como os anticorpos IgE livres 
de antigenos se ligam com alta afinidade a tais receptores Fc, os anticorpos atuam como 
receptores nessas celulas. A ligagao do antigeno aos anticorpos ligados ativa os recepto¬ 
res Fc e estimula as celulas a secretarem varias citocinas e aminas biologicamente ati- 
vas, principalmente histamina, que causa a dilatagao dos vasos sanguineos os quais se 
tornam permeaveis. Isso auxilia a entrada dos leucocitos, anticorpos e componentes do 
complemento nos locais onde os mastocitos foram ativados. A liberagao de aminas pelos 
mastocitos e basofilos causa os sintomas das reagoes alergicas, como febre do feno, asma 
e urticaria. Alem disso, os mastocitos secretam fatores que atraem e ativam leucocitos 
denominados eosinofilos, que tambem possuem receptores Fc que ligam moleculas de 
IgE e podem matar vermes parasitas extracelulares, principalmente se os vermes estao 
revestidos com anticorpos IgE (ver Figura 24-6). 

A IgA e a principal classe de anticorpos nas secregoes, incluindo a saliva, as la- 
grimas, o leite e as secregoes respiratorias e intestinais. Outra classe de receptores Fc, 
localizados nas celulas epiteliais relevantes, direciona a secregao por meio da ligagao 
dos dimeros de IgA livre de antigenos transportando a IgA atraves do epitelio. As proprie- 
dades das varias classes dos anticorpos em humanos estao resumidas na Tabela 24-2. 

Todas as classes de Ig podem ser expressas na membrana ou na forma soluvel se¬ 
cretada. As duas formas diferem somente na porgao C-terminal de sua cadeia pesada. 
A cadeia pesada das moleculas de Ig ligadas a membrana (BCRs) possuem uma porgao 
C-terminal transmembrana hidrofobica que a ancora na bicamada lipidica da membrana 
plasmatica da celula B. As cadeias pesadas das moleculas de anticorpos secretadas, por 
outro lado, possuem uma porgao C-terminal hidrofilica, o que permite seu escape da ce¬ 
lula. Essa mudanga no carater da molecula de Ig ocorre porque a ativagao da celula B pelo 
antigeno e pelas celulas T auxiliares induz uma mudanga no modo pelo qual os transcri- 
tos de RNA de cadeia pesada sao produzidos e processados no nucleo (ver Figura 7-59). 


Figura 24-24 Estagios do desenvolvi- 
mento das celulas B. Todos os estagios 
apresentados ocorrem antes das celulas 
ligarem seus antigenos especificos. As 
primeiras celulas da linhagem das celulas 
B que produzem Ig sao denominadas 
celulas pro-B. Elas produzem cadeias pe¬ 
sadas |ji, as quais permanecem no retfculo 
endoplasmatico ate que um tipo especial 
de cadeia leve, denominada cadeia leve 
substituta, seja produzida. As cadeias leves 
substitutas sao trocadas pelas cadeias leves 
genuinas e reunidas com as cadeias |x para 
formar uma molecula do receptor que se 
insere na membrana plasmatica. As celulas 
agora sao denominadas celulas pre-B. A 
sinalizagao desse receptor de celula pre-B 
permite que as celulas produzam cadeias 
leves genuinas que combinam com ca¬ 
deias |jl para formar moleculas de IgM com 
quatro cadeias, as quais atuam como BCRs 
da superficie celular nas celulas B virgens 
imaturas. Apos essas celulas deixarem a 
medula ossea, elas tambem comegam a 
expressar os BCRs IgD, os quais possuem 
o mesmo sitio de ligagao do antigeno que 
os BCRs IgM, sao estas celulas B virgens 
maduras que reagem com seus antigenos 
especificos estranhos nos orgaos linfoides 
perifericos. 
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Propriedades das principals classes de anticorpos humanos 

Classe do anticorpo 


Propriedades 

IgM 

IgD 

IgG 

IgA 

igE 

Cadeias pesadas 

[X 

8 

7 

a 

e 

Cadeias leves 

K OU X 

K ou X 

K OU X 

K OU X 

K OU X 

Numero de unidades com quatro cadeias 

5 

1 

1 

1 ou 2 

1 

Porcentagem total de Ig no sangue 

10 

< 1 

75 

15 

< 1 

Ativa a via classica do complemento 

+ 

- 

+ (algumas subclasses) 

- 

- 

Passa da mae para 0 feto 

- 

- 

+ (algumas subclasses) 

- 

- 

Capacidade de ligar-se a macrofagos e 
neutrofilos 

+ (somente macrofagos) 

- 

+ (algumas subclasses) 

+ 

- 

Capacidade de ligar-se a mastocitos e 
basofilos 

— 

— 

+ (algumas subclasses) 

— 

+ 


As cadeias leves e pesadas das Igs sao compostas por regioes 
constantes e variaveis 

Tanto as cadeias leves como as pesadas apresentam uma sequencia de aminoacido va¬ 
riavel na regiao N-terminal, mas uma sequencia constante na regiao C-terminal. As re¬ 
gioes constantes e variaveis de uma cadeia leve sao do mesmo tamanho, mas as regioes 
constantes de uma cadeia pesada sao cerca de 3 a 4 vezes mais longas, dependendo da 
classe (Figura 24-25). 

As regioes variaveis das cadeias leves e pesadas se encontram para formar os sitios 
de ligagao ao antigeno, e a variabilidade de suas sequencias de aminoacidos confere a 
base estrutural da diversidade desses sitios de ligagao. A maior diversidade ocorre em 
tres pequenas regioes hipervariaveis das cadeias leves e pesadas. Somente de 5 a 10 
aminoacidos de cada regiao hipervariavel formam o sitio de ligagao ao antigeno (Figura 
24-26). Como resultado, o tamanho do determinante antigenico que uma molecula de 
Ig reconhece e relativamente pequeno. Por exemplo, ele pode conter apenas 10 aminoa¬ 
cidos na superficie de uma protema globular (ver Figura 24-22). 

Tanto as cadeias leves como as pesadas sao compostas por segmentos repetitivos 
- sendo cada um composto por 110 aminoacidos e com uma ligagao dissulfeto intra- 
cadeia. Esses segmentos repetitivos enovelam-se de forma independente para formar 
unidades funcionais compactas denominadas dominios de imunoglobulinas (Igs). 
Como apresentado na Figura 24-27A, uma cadeia leve consiste em um dominio variavel 
(V L ) e em um dominio constante (C L ) ; ao passo que a cadeia pesada possui um dominio 
variavel e tres ou quatro dominios constantes. Os dominios variaveis das cadeias leve e 
pesada pareiam para formar a regiao de ligagao ao antigeno. Cada dominio de Ig possui 
uma estrutura tridimensional muito semelhante, formada por duas folhas (3 unidas por 
uma ponte dissulfeto. Os dominios variaveis sao unicos e cada um possui seu conjunto 
de regioes hipervariaveis, as quais estao organizadas em tres algas hipervariaveis que 

CADEIA LEVE 

Regiao Regiao constante 

variavel (tipo k ou tipo X) 

I-II-1 

h 2 n cooh 

CADEIA PESADA 

H 2 N- -COOH 

I_II_I 

Regiao variavel Regiao constante 

(tipo a, 8, s, 7 ou |x) 

Figura 24-25 Regioes constantes e variaveis das cadeias de imunoglobulinas. As regioes variaveis das 
cadeias leve e pesada formam o sitio de ligagao ao antigeno, enquanto a regiao constante das cadeias pesadas 
determinam as outras propriedades biologicas de uma proteina Ig. As diferentes subclasses dos anticorpos IgG 
possuem distintas regioes constantes de cadeia 7 . 
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Regiao variavel da Regioes hipervariaveis 

cadeia pesada da cadeia pesada 




Figura 24-26 Regioes hipervariaveis 

da Ig. Uma representagao altamente 
esquematizada de como tres regioes 
hipervariaveis em cada cadeia leve e pesa¬ 
da juntas formam cada sftio de ligagao ao 
antigeno de uma proteina Ig. 


se agrupam nas extremidades dos dominios variaveis para formar o sitio de ligagao ao 
antigeno (Figura 24-27B). 

Os genes que codificam Igs sao combinados a partir de segmentos 
de genes separados durante o desenvolvimento da celula B 

Mesmo na ausencia da estimulagao antigenica, e provavel que um humano possa pro- 
duzir mais do que 10 12 moleculas diferentes de Ig - o seu repertorio de Ig primario. O 
repertorio primario consiste em protemas IgM e IgD e e aparentemente grande o sufi- 
ciente para garantir que existira um sitio de ligagao ao antigeno capaz de combinar-se 
com praticamente todos os possiveis determinantes antigenicos existentes, mesmo que 
com baixa afinidade -K a ~ 10 5 -10 7 L/mol. Apos a estimulagao pelo antigeno (e as celulas 



Figura 24-27 Dominios Ig. (A) As cadeias leves e pesadas em uma proteina Ig sao, cada uma, enoveladas em domfnios repetitivos similares. Os domfnios 
variaveis (marcados em azul) das cadeias leves e pesadas (V L e V H ) formam os sitios de ligagao ao antigeno, enquanto os dominios constantes (marcados em 
cinza) da cadeia pesada (principalmente C H 2 e C H 3) determinam as outras propriedades biologicas da proteina. As cadeias pesadas de IgM e IgE nao possuem 
regiao de dobradiga, mas tern um domfnio constante extra (C H 4). As interagoes hidrofobicas existentes entre os domfnios de cadeias adjacentes desempenham 
o papel fundamental de manter as cadeias unidas na molecula de Ig: V L liga-se com V H , C L liga-se com C H 1, e assim por diante. (B) Estruturas baseadas nas 
analises por cristalografia de raios X dos domfnios de uma cadeia leve de Ig (Animagao 24.5). Os domfnios variavel e constante possuem estrutura geral similar 
formada por duas folhas (3 unidas por uma ponte de dissulfeto ( vermelho). Observe que todas as regioes hipervariaveis {preto) formam algas nas porgoes mais 
distais do domfnio variavel, onde se associam para formar o sitio de ligagao ao antigeno. Todas as Igs sao glicosiladas nos seus domfnios C H 2 (nao apresentado). 
Os oligossacarfdeos ligados as cadeias variam de Ig para Ig e podem influenciar grandemente as propriedades biologicas da proteina, principalmente ao afetar 
sua ligagao aos receptores Fc das celulas imunes. 
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T auxiliares), as celulas B podem mudar a produgao de IgM ou IgD para a produgao de 
outras classes de Ig, em um processo denominado troca de classe. Alem disso, a afinidade 
de ligagao dessas Igs pelo seu antigeno aumenta progressivamente com o tempo, proces¬ 
so denominado maturagao da afinidade. Assim, a estimulagao com o antigeno produz 
um repertorio de Ig secundario de diversidade e afinidade muito aumentadas ( K a ate 
10 n L/mol) tanto da classe de Ig quanto dos sitios de ligagao ao antigeno. 

Como cada um de nos produz tantas Igs diferentes? A questao nao chega a ser tao 
formidavel quanto parece. Lembre-se que tanto as regioes variaveis das cadeias leves 
quanto as das cadeias pesadas das Igs normalmente formam o sitio de ligagao ao antige¬ 
no. Portanto, se temos 1.000 genes codificando cadeias leves e 1.000 genes codificando 
cadeias pesadas, podemos, em principio, combinar seus produtos de 1.000 X 1.000 de 
diferentes maneiras produzindo 10 6 sitios de ligagao ao antigeno. Mesmo assim, evo- 
luimos mecanismos geneticos especiais para permitir que nossas celulas B produzam 
um niimero praticamente ilimitado de cadeias leve e pesadas distintas de um modo 
surpreendentemente economico. Podemos fazer isso de duas maneiras. Primeiro, antes 
do estimulo pelo antigeno, as celulas B em desenvolvimento unem segmentos genicos 
que estao separados no DNA para formar genes que codificam o repertorio primario de 
protemas IgM e IgD de baixa afinidade. Segundo, apos o estimulo antigenico, a reuniao 
dos genes Ig pode sofrer duas mudangas posteriores: mutagoes que podem aumentar a 
afinidade do sitio de ligagao ao antigeno e rearranjos no DNA que trocam a classe de Ig 
produzida. luntamente, essas mudangas produzem o repertorio secundario de protemas 
IgG, IgE e IgA de alta afinidade. 

Produzimos nosso repertorio primario de Ig unindo segmentos genicos Ig que es¬ 
tao separados, durante o desenvolvimento da celula B. Cada tipo de cadeia Ig, cadeias 
leves k, cadeias leves X e cadeias pesadas estao codificadas em locus genicos separados 
e cromossomos distintos. Cada locus contem um grande numero de segmentos genicos 
que codificam a regiao V de uma cadeia Ig, e um ou mais segmentos genicos que codifi¬ 
cam a regiao C. Durante o desenvolvimento de uma celula B na medula ossea, para que 
uma sequencia codificadora completa de cada uma das duas cadeias Ig seja sintetizada ela 
e reunida por recombinagao genetica sitio-especifica (discutida no Capitulo 5). Quando 
uma sequencia codificadora da regiao V e reunida proxima a uma sequencia de regiao C, 
ela pode, entao, ser cotranscrita e o transcrito de RNA resultante pode ser processado para 
produzir uma molecula de mRNA que codifica uma cadeia polipeptidica completa de Ig. 

Cada regiao de cadeia V leve, por exemplo, e codificada por uma sequencia de 
DNA formada por dois segmentos genicos, um segmento genico V longo e um segmen- 
to genico de ligagao ou / (do ingles, joining) curto (Figura 24-28). Cada regiao V de 
cadeia pesada e construida de maneira similar por meio da combinagao de segmentos 
genicos, mas ha um segmento de diversidade adicional, ou segmento genico D, que tam- 
bem e necessario (Figura 24-29). Alem de unir segmentos genicos separados do gene de 
Ig, esses rearranjos tambem ativam a transcrigao do gene promotor por meio de mudan¬ 
gas nas posigoes relativas das sequencias de DNA regulador cis que atuam no gene. As¬ 
sim, uma cadeia de Ig completa pode ser sintetizada somente apos o rearranjo do DNA. 

O grande numero de segmentos genicos V,JeD herdados dispomveis para codi- 
ficar as cadeias de Ig contribui substancialmente para a diversidade de Igs, e a ligagao 
combinatoria desses genes (denominada diversidade combinatorial aumenta bastante 
esta contribuigao. Qualquer um dos 35 segmentos Vfuncionais em nosso locus de cadeia 
leve k, por exemplo, pode ser unido a qualquer um dos 5 segmentos /(ver Figura 24-28), 
de modo que este locus pode codificar, pelo menos, 175 (35 x 5) regioes V de cadeia k di¬ 
ferentes. Da mesma forma, qualquer um dos 40 segmentos genicos V do locus de cadeia 
pesada pode se unir a qualquer um dos aproximadamente 23 segmentos genicos D e a 
qualquer um dos 6 segmentos genicos / para codificar pelo menos 5.520 (40 X 23 X 6) 
regioes V de cadeia pesada. Somente por esse mecanismo, denominado recombinagao 
V(D)J, um humano pode produzir 295 diferentes regioes V L (175 k e 120 X) e 5.520 dife¬ 
rentes regioes V H . Em principio, estas podem, entao, ser combinadas para produzir mais 
de 1,5 x 10 6 (295 x 5.520) sitios de ligagao ao antigeno diferentes. 

A recombinagao V(D)f e mediada por uma enzima denominada recombinase V(D)J, 
que reconhece as sequencias sinal de recombinagao no DNA que flanqueia cada segmen¬ 
to genico que deve ser unido. Embora esse processo assegure que somente os segmentos 
genicos adequados se recombinem, um numero variavel de nucleotideos e frequente- 



CAPITULO 24 Os sistemas imunes inato e adaptativo 1321 


Regioes de DNA a serem associadas 


DNA germinativo 


V2 V3 


DNA da celula B 


V~35 


J1 J2 J3 J4 J5 



J3 J4 J5 
I__I 


TRANSCRigAO 


5' 3' 

Transcrito de RNA III 

V 3 \\\ C 
J3 J4 J5 


II 


SPLICING DE RNA 


5' 3' 


mRNA 


TRADUgAO 


NH 2 COOH 

Cadeia leve 

V3 J3 C 


Figura 24-28 Os processos de as- 
sociagao entre V-J envolvidos na 
construgao da cadeia leve humana 

k. No DNA germinativo (no qual os seg- 
mentos de genes das imunoglobulinas 
nao foram rearranjados e, portanto, nao 
sao expressos), o agrupamento dos cinco 
segmentos genicos J encontram-se se- 
parados das sequences codificadoras da 
regiao C por um pequeno fntron, e dos 
aproximadamente 35 segmentos genicos 
\/funcionais por milhares de pares de 
nucleotideos. Durante o desenvolvimento 
de uma celula B, um segmento genico V 
aleatoriamente escolhido ( V3 , neste caso) 
e posicionado precisamente proximo a um 
dos segmentos genicos J ( J3 , neste caso). 
Os segmentos J "restantes" ( J4 e 75) e a 
sequencia do fntron sao transcritos (com 
os segmentos genicos V3 e J3 associados 
e a sequencia que codifica a regiao C) 
e removidos durante o splicing do RNA, 
dando origem a molecula de mRNA, na 
qual as sequences V3, J3 e C encontram- 
-se contfguas. Esses mRNAs sao tradu- 
zidos em cadeias k leves. Um segmento 
genico J codifica 15 ou mais aminoacidos 
da porgao C-terminal da regiao V, e uma 
pequena sequencia contendo o segmento 
de jungao V-J codifica a terceira regiao 
hipervariavel, que e a porgao mais variavel 
de uma regiao V de cadeia leve. 


mente perdido nas extremidades dos segmentos genicos em recombinagao e, um ou mais 
nucleotideos escolhidos aleatoriamente tambem sao inseridos. A perda e o ganho de 
nucleotideos aleatorios nos locais de uniao sao denominados diversificagao juncional 
e aumentam ainda mais a diversidade das sequencias codificadoras das regioes V cria- 
das pela recombinagao V(D)J (ate cerca de 10 8 vezes), especificamente na terceira regiao 
hipervariavel. No entanto, esse aumento de diversidade tern seu prego. Em muitos casos, 
isso desloca a fase de leitura produzindo genes nao funcionais e, nesse caso, a celula B 
falha na produgao de uma molecula de Ig funcional e, como consequencia, morre na me- 
dula ossea. Uma vez que a celula B produza uma cadeia leve e cadeia pesada funcional 
que forma um sitio de ligagao do antigeno, ela “desliga” o processo de recombinagao V(D) 
J, assegurando que a celula produza Ig de uma unica especificidade antigenica. 

As celulas B que produzem BCRs e que interagem fortemente com os antigenos 
proprios na medula ossea podem ser perigosas. Essas celulas B mantem a expressao de 
uma recombinase V(D)J ativa e sao ativadas por autoligagao passando por uma segunda 
etapa de recombinagao V(D)J no locus de cadeia leve e, portanto, alterando a especi¬ 
ficidade de seu BCR, processo de edigao do receptor, mencionado anteriormente. As 
celulas B autorreativas que nao alteram sua especificidade morrem por apoptose, no 
processo de delegao clonal (ver Figura 24-21). 

As hipermutagoes somaticas dirigidas por antigenos sao 
responsaveis pelo ajuste fino nas respostas dos anticorpos 

Conforme mencionado anteriormente, com o passar do tempo, apos uma infecgao ou vaci- 
nagao, de modo geral, ocorre um aumento progressivo da afinidade dos anticorpos produ- 
zidos contra o patogeno. Esse fenomeno de maturagao da afinidade deve-se ao acumulo 



DNA germinativo 


Figura 24-29 O locus da cadeia pesada 
humana. Existem 40 segmentos V, cerca 
de 23 segmentos D, 6 segmentos J e um 
agrupamento ordenado de sequencias que 
codificam a regiao C, onde cada agrupa¬ 
mento codifica uma classe diferente de 
cadeia pesada. Os segmentos D (e parte 
do segmento J) codificam os aminoacidos 
da terceira regiao hipervariavel, que e a 
porgao mais variavel da regiao V de cadeia 
pesada. Os mecanismos geneticos envolvi¬ 
dos na produgao da cadeia pesada sao os 
mesmos apresentados para a cadeia leve 
na Figura 24-28, exceto que duas etapas 
de rearranjo do DNA sao necessarias e nao 
somente uma. Primeiro, um segmento 
genico D se liga a um segmento genico J, 
e, em seguida, um segmento Vse une ao 
segmento DJ rearranjado. Os rearranjos 
levam a produgao de um mRNA VDJC que 
codifica uma cadeia pesada de Ig com- 
pleta. A figura nao esta representada em 
escala: o tamanho total do locus de cadeia 
pesada e maior que dois megabases. Alem 
disso, varios detalhes estao omitidos. Por 
exemplo, os exons que codificam cada do- 
mfnio de Ig da regiao C e a regiao da do- 
bradiga (ver Figura 24-27) e as diferentes 
subclasses dos segmentos que codificam 
C 7 nao estao apresentados. 
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de mutagoes pontuais especificas nas sequencias que codificam as regibes V tanto das ca- 
deias pesadas como das cadeias leves. As mutagoes ocorrem muito depois de as regioes co- 
dificadoras terem sido reunidas. Apos o estimulo das celulas B pelo antigeno e pelas celulas 
T auxiliares nos orgaos linfoides perifericos, algumas celulas B proliferam rapidamente nos 
foliculos linfoides e formam centros germinativos (ver Figura 24-20). Ali as celulas B mutam 
a uma taxa de cerca de uma mutagao por sequencia codificadora de regiao V por geragao de 
celulas. Devido ao fato de essa taxa ser aproximadamente 1 milhao de vezes mais elevada 
do que a de mutagoes espontaneas em outros genes e ocorrer em celulas somaticas e nao 
em celulas germinativas, o processo e denominado hipermutagao somatica. 

Poucas Igs alteradas produzidas por hipermutagao terao um aumento da afinidade 
pelo antigeno. Porem, como tanto os BCRs quanto os anticorpos secretados sao produzidos 
pelos mesmos genes de Ig, o antigeno ira estimular preferencialmente aquelas celulas B que 
produzem BCRs com afinidade aumentada pelo antigeno. Os clones dessas celulas B altera¬ 
das irao sobreviver e proliferar, especialmente quando a quantidade de antigeno decrescer 
a mveis baixissimos durante a resposta. A maioria das celulas B dos centros germinativos 
morrera por apoptose. Assim, depois de repetidos ciclos de hipermutagao somatica e apos 
a proliferagao ativada pelo antigeno de clones selecionados de celulas B efetoras e de me- 
moria, anticorpos de altissima afinidade tornam-se abundantes durante a resposta imune 
adaptativa, melhorando progressivamente a protegao contra o patogeno (Animagao 24.6). 

O principal avango para a compreensao do mecanismo molecular de hipermutagao 
somatica ocorreu quando uma enzima que e necessaria para esse processo foi identifica- 
da. Ela e denominada desaminase induzida pela ativagao (AID, activation-induced dea¬ 
minase), porque e expressa especificamente em celulas B ativadas e desamina a citosina 
(C) para uracila (U) no DNA que codifica a regiao V durante a transcrigao. A desaminagao 
produz um erro de pareamento U:G na fita dupla de DNA, e o reparo desse erro produz 
varios tipos de mutagoes, dependendo do mecanismo de reparo utilizado. A hipermutagao 
somatica afeta somente o DNA ativamente transcrito porque a AID atua somente em DNA 
de fita simples (que e exposto temporariamente durante a transcrigao) e, porque as protei- 
nas envolvidas na transcrigao da sequencia codificadora da regiao V sao necessarias para 
recrutar a enzima AID. A AID tambem e necessaria para que as celulas B ativadas troquem 
a produgao de IgM e IgD pela produgao de outras classes de Ig, como veremos a seguir. 

As celulas B podem trocar a classe das Igs que produzem 

Depois que uma celula B em desenvolvimento deixa a medula ossea, e antes de interagir 
com um antigeno, ela expressa os dois BCRs na sua superficie, IgM e IgD, ambos com o 
mesmo sitio de ligagao ao antigeno (ver Figura 24-24). O estimulo pelo antigeno e pelas 
celulas T ativam muitas dessas celulas B virgens maduras a se tornarem celulas efetoras 
secretoras de IgM, de modo que os anticorpos IgM dominam a resposta primaria de an¬ 
ticorpos. Entretanto, mais tarde durante a resposta imune, quando as celulas B ativadas 
sofrem hipermutagao somatica, a combinagao do antigeno e citocinas derivadas das ce¬ 
lulas T auxiliares (discutidas mais adiante) estimulam muitas celulas B a nao mais pro- 
duzir IgM e IgD ligado a membrana, mas produzir IgG, IgE ou IgA, no processo de mu- 
danga de classe. Algumas destas celulas tornam-se celulas de memoria, que expressam 
a classe correspondente de BCRs de Ig em sua superficie, enquanto outras se tornam 
celulas efetoras secretoras de moleculas de Ig como anticorpos. As moleculas de IgG, IgE 
e IgA mantem o sitio de ligase do antigeno original e sao coletivamente referidas como 
classes secundarias de Igs, porque sao produzidas apos o estimulo pelo antigeno, domi¬ 
nam as respostas secundarias de anticorpos e constituem o repertorio de Ig secundario. 

Como discutido anteriormente, a regiao constante da cadeia pesada de uma Ig de- 
termina a classe da Ig. Assim, a habilidade das celulas B em trocar a classe dos anticorpos 
que produzem, sem trocar o sitio de ligagao ao antigeno, implica que a mesma sequencia 
codificadora da regiao VH rearranjada (que especifica a porgao da cadeia pesada que se 
liga ao antigeno) possa, a seguir, associar-se a diferentes sequencias codificadoras de re- 
gioes C H . Esse fato apresenta implicagoes funcionais importantes. Isso significa que, em 
um certo animal, um determinado sitio de ligagao ao antigeno que foi selecionado pelos 
antigenos do ambiente pode ser expresso sob a forma de distintas classes de anticorpos, 
adquirindo, assim, diferentes propriedades biologicas, tipicas de cada classe. 



CAPITULO 24 Os sistemas imunes inato e adaptativo 1323 


5' 

DNA 




5 

DNA 



DELEgAO DE DNA POR 
CORTE E JUNgAO DO DNA 
NAS SEQUENCIAS DE TROCA 


AID 




TRANSCRigAO, 
SPLICING DE RNA 
E TRADUgAO 


DNA 

deletado 


5 I 


VDJ 


C a 


VDJ C a 


DNA 


IgM 


IgA 


Quando uma celula B realiza a troca de classe e deixa de produzir IgM e IgD e passa 
a produzir uma das classes secundarias de Ig, ocorre uma alteragao irreversivel no DNA - 
um processo denominado recombinagao para troca de classe. Esse processo leva a de- 
legao do DNA que contem todas as sequencias codificadoras de C H existentes entre a se¬ 
quencia codificadora de VDI rearranjada e uma determinada sequencia codificadora de 
C H que a celula esta destinada a expressar. A recombinagao para troca de classe difere da 
recombinagao V(D)I de varias maneiras. (1) Ocorre apos o estimulo antigenico, princi- 
palmente nos centros germinativos e depende de celulas T auxiliares. (2) Usa sequencias 
sinais de recombinagao diferentes, denominadas sequencias de troca, que flanqueiam os 
diferentes segmentos codificadores C H . (3) Envolve a clivagem e ligagao das sequencias 
de troca, que sao sequencias nao codificadoras e nao altera a sequencia codificadora da 
regiao V H reunida (Figura 24-30). (4) E, mais importante, o mecanismo molecular e dife- 
rente. Ele depende de uma AID, que tambem esta envolvida na hipermutagao somatica e 
nao a recombinase V(D)f. As citocinas que ativam a troca de classe induzem a produgao 
dos reguladores de transcrigao que ativam a transcrigao de sequencias de troca relevan- 
tes, permitindo o recrutamento da AID para esses locais. 

Uma vez ligada, a AID inicia a troca por recombinagao pela desaminagao de algu- 
mas citosinas para uracila nas vizinhangas da sequencia de troca. Acredita-se que a exci- 
sao dessas uracilas leve a quebras na fita dupla nas regioes de troca, as quais sao, entao, 
unidas para formar extremidades de ligagao nao homologas (discutidas no Capitulo 5). 

Dessa forma, enquanto o repertorio primario de Ig em humanos (e em camun- 
dongos) e produzido pela uniao V(D)I mediada pela recombinase V(D)J, o repertorio 
secundario de anticorpos e produzido por hipermutagao somatica e recombinagao com 
troca de classe, os quais sao mediados pela AID. A Figura 24-31 apresenta os principais 
mecanismos discutidos neste capitulo a respeito da diversidade das Igs. 

Resumo 

Cada clone de celula B produz moleculas de imunoglobulina (Ig) com um sitio de ligagao 
ao antigeno exclusivo. Inicialmente, as moleculas sao inseridas na membrana plasmatica 
e atuam como receptores de celulas B (BCRs) para o antigeno. A ligagao do antigeno aos 
BCRs , juntamente com os sinais coestimuladores das celulas T auxiliares, ativam as celu¬ 
las B a proliferar e se diferenciar em celulas de memoria ou em celulas efetoras secretoras 
de anticorpos. As celulas efetoras secretam grandes quantidades de anticorpos com o mes- 
mo tipo de sitio de ligagao ao antigeno dos BCRs. 

Uma molecula de Ig tipica e composta por quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias 
pesadas identicas e duas cadeias leves identicas. Parte da cadeia leve e parte da cadeia pesada 
formam os dois sitios de ligagao do antigeno identicos. Ha varias classes de Ig (IgA, IgD, IgE, 
IgG e IgM), cada uma com uma sequencia de cadeia pesada distinta, a qual determina as 


Figura 24-30 Exemplo de um rearranjo 
de DNA que ocorre na recombinagao 
de troca de classe. Uma celula B produ- 
zindo moleculas de IgM com uma regiao V 
codificada por uma determinada sequen¬ 
cia de DNA VDJ reunida e estimulada a 
trocar de classe para produzir moleculas 
de IgA com a mesma regiao V. Nesse pro¬ 
cesso, ela deleta o DNA existente entre a 
sequencia VDJ e a sequencia codificadora 
Ca. As sequencias de DNA especificas 
(.sequencias de troca) localizadas depois 
de cada sequencia codificadora C H (exceto 
C 8 , pois as celulas B nao trocam de Cjx 
para C8) podem recombinar uma com 
a outra, com a delegao do DNA interve- 
niente, como apresentado na figura. 0 
processo de recombinagao para a troca de 
classes, como discutido no texto, depende 
da AID, a mesma enzima envolvida na 
hipermutagao somatica (ver Figura 25-40). 
Quando ocorre a troca de IgM para IgG ou 
IgE, a sequencia codificadora da regiao C 
antes de C 7 ou C 8 , que permanece apos 
a delegao do DNA, e removida durante 0 
splicing do RNA. 
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Figura 24-31 Os principais mecanismos 
envolvidos na diversidade de Ig em 
humanos e em camundongos. Aqueles 
marcados em verde ocorrem durante 0 
desenvolvimento das celulas B na medula 
ossea, enquanto os mecanismos marcados 
em vermelho ocorrem quando a celula B 
e estimulada por um antigeno estranho e 
pelas celulas T auxiliares, localizadas nos 
centros germinativos em orgaos linfoides 
perifericos, tanto no final da resposta pri- 
maria quanto na resposta secundaria. 
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propriedades bioldgicas de cada classe de Ig. Cada cadeia leve e cada cadeia pesada e com- 
posta por varios dommios de Ig. A variagao das sequencias de aminoacidos dos dommios 
variaveis das cadeias leve e pesada esta concentrada em diversas regioes hipervariaveis cur- 
tas, queformam algas em uma das extremidades desses dommios formando o sitio de ligagao 
ao antigeno. 

As Igs sao codificadas por locus de tres cromossomos distintos, cada um responsavel 
pela produgao de uma cadeia polipeptidica diferente, uma cadeia leve k, uma cadeia leve X 
ou uma cadeia pesada. Cada locus contem segmentos genicos separados que codificam dife- 
rentes partes da regiao variavel de uma determinada cadeia de Ig. Cada locus de cadeia leve 
contem uma ou mais sequencias que codificam a regiao constante (C) e uma serie de segmen¬ 
tos genicos variaveis (V) ede jungao (I). 0 locus de cadeia pesada contem uma serie de se¬ 
quencias codificadoras da regiao C e uma seria de segmentos genicos V, de diversidade (D) el. 

Durante o desenvolvimento da celula B na medula ossea, antes do estimulo anti- 
genico, segmentos genicos separados sao unidos por recombinagao sitio-especifica que 
depende da recombinase V(D)J. Um segmento genico V L recombina-se com um segmento 
genico J u para produzir uma sequencia de DNA codificador para a regiao V de uma ca¬ 
deia leve, e um segmento genico V H recombina-se com um segmento genico D e um seg¬ 
mento genico J H para produzir uma sequencia de DNA codificador para a regiao Vde uma 
cadeia pesada. Cada nova sequencia codificadora de regiao Vrecem-unida e cotranscrita 
com a sequencia de regiao C apropriada, produzindo uma molecula de RNA que codifica 
a cadeia polipeptidica de Ig completa. 

Ao combinar aleatoriamente os segmentos genicos herdados que codificam as re¬ 
gioes variaveis que ocorrem durante o desenvolvimento das celulas B, um humano pode 
produzir centenas de cadeias leves diferentes e centenas de cadeias pesadas diferentes. 
Como o sitio de ligagao do antigeno eformado no local onde as algas hipervariaveis dos 
dominios V L e V H se aproximam no final da molecula de Ig, as cadeias leve e pesada po- 
dem, potencialmente, parear para for mar Igs com milhoes de sitios de ligagao ao antigeno 
diferentes. A perda ou o ganho de nucleotideos, no local da uniao dos segmentos genicos, 
aumenta enormemente este numero. As Igs produzidas pela recombinagao V(D)J antes da 
estimulagao pelo antigeno sao IgM e IgD com baixa afinidade pela ligagao ao antigeno e 
constituem o repertorio primario de Igs. 

As Igs sao posteriormente diversificadas, apos o estimulo antigenico nos orgaos lin- 
foides perifericos, pelo processo dependente de celula T e deAID de hipermutagao somati- 
ca e recombinagao para troca de classe que, em conjunto, produzem Igs de altas afinidade 
das classes IgG, IgE e IgA que constituem o repertorio secundario de Igs. 0 processo de troca 
de classe permite que o mesmo sitio de ligagao ao antigeno seja incorporado em anticorpos 
que possuem diferentes caudas e, portanto, propriedades bioldgicas distintas. 

CELULAS T E PROTEINAS DO MHC 

Assim como as respostas mediadas por anticorpos, as respostas imunes mediadas pelas 
celulas T sao excepcionalmente antigeno-especificas e sao tao importantes quanto os 
anticorpos na defesa dos vertebrados contra as infecgoes. De fato, a maioria das respos¬ 
tas imunes adaptativas, incluindo as respostas mediadas por anticorpos, necessita das 
celulas T auxiliares para sua ativagao. Mais importante, diferentemente das celulas B, as 
celulas T podem eliminar os patogenos que entraram no interior das celulas hospedei- 
ras, onde sao invisiveis para as celulas B e para os anticorpos. A maior parte do restante 
deste capitulo trata sobre como as celulas T desempenham essa faganha. 

As respostas mediadas pelas celulas T diferem das respostas mediadas pelas celulas 
B em pelo menos dois aspectos cruciais. Primeiro, uma celula T e ativada por antigenos 
estranhos a proliferar e diferenciar-se em celulas efetoras somente quando o antigeno se 
encontra na superficie de uma celula apresentadora de antigeno ( APC ), normalmente uma 
celula dendritica, em um orgao linfoide periferico. Uma razao pela qual uma celula T re- 
quer APCs para ativagao e que o modo como a celula T reconhece o antigeno e diferente da 
forma reconhecida pelas Igs produzidas pelas celulas B. As Igs reconhecem determinan- 
tes antigenicos na superficie dos patogenos e protemas soluveis, por exemplo, as celulas 
T podem reconhecer somente fragmentos de antigenos proteicos que foram produzidos 
pela proteolise parcial dentro da celula hospedeira. Como mencionado anteriormente, 
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protemas do MHC recem-formadas capturam esses fragmentos de peptideos e os levam 
para a superficie da celula hospedeira onde as celulas T podem reconhece-los. 

A segunda diferenga e que, quando ativada, a celula T efetora atua principalmente 
no local, tanto dentro dos orgaos linfoides secundarios, quanto apos terem migrado para 
o local de infecgao. As celulas B, ao contrario, secretam anticorpos que podem agir em 
regioes distantes. As celulas T efetoras interagem diretamente com outras celulas do hos- 
pedeiro, as quais serao mortas (se forem celulas infectadas, por exemplo) ou marcadas 
de alguma maneira (se for uma celula B ou um macrofago, por exemplo). Iremos nos 
referir a tais celulas hospedeiras como celulas-alvo. Como no caso das APCs, as celulas- 
-alvo devem apresentar um antigeno ligado a uma protema do MHC em sua superficie 
para que uma celula T o reconhega. 

Existem tres principals populagoes de celulas T - as celulas T citotoxicas, as celulas 
T auxiliares e as celulas T reguladoras. Quando ativadas, elas atuam como celulas efetoras 
(ver Figura 24-17), cada uma com suas proprias atividades distintas. As celulas T citotoxi¬ 
cas efetoras matam diretamente as celulas que estao infectadas por virus ou por algum ou- 
tro patogeno intracelular. As celulas T efetoras auxiliares ajudam a estimular as respostas 
de outras celulas imunes, principalmente macrofagos, celulas dendriticas, celulas B e ce¬ 
lulas T citotoxicas. Como veremos, ha varios subtipos funcionais distintos de celulas T au¬ 
xiliares. As celulas T reguladoras efetoras suprimem a atividade de outras celulas imunes. 

Nesta segao, iremos descrever essas classes e subclasses de celulas T e suas respec- 
tivas fungoes. Discutiremos como elas reconhecem os antigenos estranhos na superficie 
das APCs ou celulas-alvo e o papel crucial desempenhado pelas protemas do MHC no 
processo de reconhecimento. Iniciaremos considerando os receptores de superficie das 
celulas T utilizados para reconhecer o antigeno. 


Os receptores de celulas T (TCRs) sao heterodimeros semelhantes 
a imunoglobulinas 

Os receptores de celulas T (TCRs), diferentemente das Igs produzidas pelas celulas B, 
existem somente na forma ligada a membrana. Eles sao compostos por duas cadeias 
polipeptidicas transmembrana ligadas por pontes dissulfeto contendo, cada uma delas, 
dois dominios semelhantes as Igs, sendo um variavel e um constante. Na maioria das 
celulas T, os TCRs possuem uma cadeia a e uma cadeia p (Figura 24-32). 

Os locus genicos que codificam as cadeias a e p encontram-se localizados em cro- 
mossomos diferentes. Assim como o locus das cadeias pesadas de Ig (ver Figura 24-29), 
o locus do TCR contem segmentos genicos V, D e / separados (ou apenas os segmentos 
genicos V e /, no caso do locus da cadeia a) que sao unidos por recombinagoes sitio-es- 



Figura 24-32 Um receptor de celula T 
(TCR) heterodimero. (A) Representagao 
esquematica demonstrando que o recep¬ 
tor e composto por cadeias polipeptidicas 
aep. Cada cadeia apresenta uma grande 
porgao extracelular com dobras semelhan¬ 
tes a dois dominios tfpicos das Igs - um 
variavel (V) e outro constante (C). Um 
domfnio e um V p (sombreado em azul) 
formam o sftio de ligagao ao antigeno. 
Diferentemente das Igs que possuem dois 
sftios de ligagao ao antigeno, os TCRs pos¬ 
suem somente um. 0 heterodimero a(3 e 
associado nao covalentemente a um gran¬ 
de numero de proteinas invariantes asso- 
ciadas a membrana (nao representadas), 
que auxiliam na ativagao da celula T, quan¬ 
do os TCRs ligam aos seus antigenos es- 
pecificos (ver Figura 24-45B). Uma celula T 
tfpica possui em torno de 30 mil TCRs em 
sua superficie. (B) Estrutura tridimensional 
da porgao extracelular do TCR. 0 sftio de 
ligagao ao antigeno e formado por algas 
hipervariaveis tanto nos dominios V a como 
nos dominios V p ( preto), e sua dimensao e 
geometria, de modo geral, sao similares as 
do sftio de ligagao de uma molecula de Ig. 
(B, com base em K.C. Garcia et al., Science 
274:209-219, 1996.) 
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Figura 24-33 Micrografia de imunofluores- 
cencia de uma celula dendritica em cul- 
tura. Essas APCs tern esse nome devido aos 
longos prolongamentos ou "dendritos". Esta 
celula foi marcada com um anticorpo mono¬ 
clonal que reconhece antigenos de superficie 
nessas celulas. (Cortesia de David Katz.) 


pecificas durante o desenvolvimento da celula T no timo. Com uma excegao, as celulas T 
usam os mesmos mecanismos para produzir a diversidade no sitio de ligagao do antigeno 
em seus TCRs que as celulas B empregam para produzir a diversidade no sitio de ligagao 
do antigeno de suas Igs, e elas usam a mesma recombinase V(D)J. Portanto, homens e 
camundongos deficientes dessa recombinase nao podem produzir celulas B e celulas T 
funcionais. O mecanismo que nao esta envolvido com a geragao da diversidade das celu¬ 
las T e a hipermutagao somatica dependente do antigeno. Assim, as afinidades dos TCRs 
tendem a ser baixas (7C a ~ 10 5 — 10 7 litros/mol). Varios correceptores e proteinas de adesao 
celula-celula, porem, aumentam fortemente a ligagao da celula T a APC ou a celula-alvo. 

Uma minoria das celulas T ; em vez de produzirem cadeias a e (3, produzem um 
heterodimero de TCR diferente, composto por cadeias 7 e 8 . Embora essas celulas T y/8 
correspondam normalmente a apenas 5 a 10% das celulas T sanguineas, elas sao encon- 
tradas principalmente no epitelio (p. ex. ; na pele e no intestino). Elas possuem algumas 
propriedades em comum com as celulas NK e com uma categoria crescente de celulas 
semelhantes as celulas T que possuem caracteristicas tanto das celulas da imunidade 
inata quanto da imunidade adaptativa, as vezes denominadas celulas linfoides inatas. As 
celulas de todas essas categorias tendem a estar enriquecidas nos tecidos das mucosas, 
respondem precocemente a infecgoes, apresentam pouca memoria imune e, quando 
comparadas com as celulas B e T, possuem receptores de superficies com diversidade 
restrita. Nao falaremos mais a respeito dessas celulas. 

Assim como os BCRs, os TCRs estao firmemente associados a membrana plasmatica, 
com varias proteinas invariaveis ligadas a membrana que estao envolvidas com a transmis- 
sao de sinais do receptor ativado pelo antigeno para o interior da celula. Essas proteinas se- 
rao vistas em detalhes mais adiante, na discussao sobre os eventos moleculares envolvidos 
na ativagao das celulas B e T. Primeiro, consideraremos o modo especial com que as celulas 
T reconhecem antigenos estranhos na superficie de uma celula APC ou celula-alvo. 

As celulas dendriticas ativadas ativam as celulas T virgens 

Geralmente, as celulas T virgens, incluindo as celulas T citotoxicas e auxiliares, prolife- 
ram e se diferenciam em celulas T efetoras e celulas de memoria somente quando en- 
contram seu antigeno especifico na superficie de uma celula dendritica ativada em um 
orgao linfoide periferico (Figura 24-33). As celulas dendriticas ativadas apresentam o 
antigeno em sua superficie em um complexo com proteinas do MHC, juntamente com 
proteinas coestimuladoras (ver Figura 24-11). Entretanto, as celulas T de memoria que se 
desenvolvem podem ser ativadas pelo mesmo complexo antigeno-MHC na superficie de 
outros tipos de APCs (celulas-alvo), incluindo macrofagos e celulas B, bem como celulas 
dendriticas. 

As celulas dendriticas imaturas estao localizadas na maioria dos tecidos, subja- 
centes a pele e intestino, por exemplo, onde estao constantemente experimentando e 
processando proteinas do seu ambiente. Elas tornam-se ativadas e amadurecem quando 
seus receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) encontram o padrao molecular 
associado ao patogeno (PAMPs) em um patogeno invasor ou seus produtos. O patogeno 
ou seus produtos sao ingeridos, e as proteinas microbianas, clivadas em fragmentos pep- 
tidicos, os quais sao carregados para as proteinas do MHC, como veremos mais adiante. 
As celulas dendriticas ativadas migram do local da infecgao, pela linfa, para os linfono- 
dos locais ou para os orgaos linfoides associados ao intestino, onde apresentam os anti¬ 
genos estranhos como um complexo peptideo-MHC na superficie das celulas dendriti¬ 
cas, para serem reconhecidos pelas celulas T relevantes (ver Figura 24-11). 

As celulas dendriticas ativadas apresentam tres tipos de moleculas proteicas em 
suas superficies que tern um papel na ativagao das celulas T para se tornarem celulas 
efetoras ou celulas de memoria (Figura 24-34): (1) as proteinas do MHC que apresen¬ 
tam os peptideos estranhos para os TCRs; (2) as proteinas coestimuladoras que se ligam 
aos receptores complementares da superficie das celulas T; e (3) as moleculas de adesao 
celular, que permitem que as celulas T se liguem as celulas dendriticas por tempo sufi- 
ciente para se tornarem ativadas, normalmente por varias horas. Alem disso, as celulas 
dendriticas ativadas secretam varias citocinas que influenciam o tipo de celula T auxiliar 
efetora que sera desenvolvida, sendo que diferentes celulas dendriticas promovem dife- 
rentes desfechos (discutido mais adiante). 
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Figura 24-34 Tres tipos gerais de 
protemas da superffcie de uma celula 
dendritica ativada envolvidas na ati- 
vagao das celulas T. Embora somente as 
moleculas coestimuladoras ligadas a mem- 
brana estejam apresentadas, as celulas 
dendrfticas tambem secretam moleculas 
coestimuladoras soluveis. As cadeias poli- 
peptfdicas invariaveis que estao sempre as- 
sociadas de modo estavel com o TCR nao 
estao representadas. Elas estao ilustradas 
na Figura 24-45B e na Animagao 24.7. 


As celulas T reconhecem peptfdeos estranhos ligados as protefnas 
do MHC 


As protemas do MHC capturam e apresentam os fragmentos peptidicos das protemas 
estranhas para as celulas T. Ha duas principals classes de protemas do MHC, que sao 
estrutural e funcionalmente distintas. As protemas do MHC de classe I apresentam, 
principalmente, peptideos estranhos as celulas T citotoxicas, e as protemas do MHC de 
classe II, que apresentam, principalmente, peptideos estranhos as celulas T reguladoras 
e auxiliares (Figura 24-35). Algumas protemas do MHC semelhantes a classe I apresen¬ 
tam glicolipideos e lipideos microbianos para as celulas T, mas elas nao sao codificadas 
na regiao do MHC no genoma e nao iremos mais menciona-las. 

Tanto as protemas do MHC de classe I quanto as de classe II sao heterodimeros, 
nos quais dois dommios extracelulares formam um sulco de ligagao do peptideo, o qual 
sempre possui um pequeno peptideo variavel ligado a ele. Nas protemas do MHC de 
classe I, os dois dommios que formam o sulco de ligagao do peptideo sao formados pela 
cadeia a transmembrana, que esta associada de modo nao covalente com uma pequena 
subunidade denominada P 2 -microglobulina. Nas protemas do MHC de classe II, uma 
cadeia a diferente e uma grande cadeia |3 estao associadas de modo nao covalente e cada 
uma contribui com um dominio extracelular para formar o sulco de ligagao do peptideo 
(Figura 24-36). Um TCR liga o peptideo e as cristas do sulco de ligagao. Um humano pos¬ 
sui tres principais protemas do MHC de classe I, denominadas: HLA-A, HLA-B e HLA-C e 
tres protemas do MHC de classe II, denominadas HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ (HLA, de 
antigeno leucocitario humano; do ingles, human leukocyte antigen, pois essas protemas 
foram identificadas pela primeira vez nos leucocitos). A Figura 24-37 mostra a organiza- 
gao dos genes que codificam essas protemas no cromossomo 6 humano. 

Ha diferengas importantes entre as protemas do MHC de classe I e de classe II com 
relagao aos tipos celulares que as expressam e a origem dos peptideos em seu sulco de 
ligagao do peptideo. Quase todas as nossas celulas nucleadas expressam as protemas 
de classe I. Seu sulco de ligagao do peptideo apresenta 1 entre uma serie de peptideos 


CELULA T CITOTOXICA CELULA T REGULADORA OU AUXILIAR 



Figura 24-35 O reconhecimento pelas 
celulas T de peptideos estranhos asso- 
ciados as protemas do MHC. As celulas 
T citotoxicas reconhecem os peptideos 
estranhos em associagao com protefnas do 
MHC de classe I, enquanto as celulas T au¬ 
xiliares e as celulas T reguladoras reconhe¬ 
cem os peptfdeos estranhos em associagao 
com protefnas do MHC de classe II. Em 
ambos os casos, as celulas T reconhecem 
os complexos peptfdeo-MHC na superffcie 
de uma APC - uma celula dendritica ou 
uma celula-alvo. Algumas celulas T regu¬ 
ladoras reconhecem os peptfdeos proprios 
em associagao com as protefnas do MHC 
de classe II (nao apresentado). 
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Figura 24-36 Proteinas do MHC de classe I e classe II. (A) As cadeias a de uma molecula de classe I possuem tres domfnios extracelulares, a 1f a 2 e a 3 , que sao 
cada uma codificada por um exon separado. A cadeia a esta associada de modo nao covalente a uma cadeia polipeptfdica menor, (3 2 -microglobulina, que nao e 
codificada na regiao do MHC no genoma. 0 domfnio a 3 e a (3 2 -microglobulina sao semelhantes as Igs. Enquanto a (3 2 -microglobulina e invariante, a cadeia a e ex- 
tremamente polimorfica, principalmente os domfnios a, e a 2 . (B) Nas proteinas do MHC de classe II, tanto a cadeia a quanto a cadeia (3 sao codificadas no MHC 
e sao polimorficas, principalmente os domfnios oq e (3 V Os domfnios a 2 e p 2 sao semelhantes a Igs. Assim, existem similaridades surpreendentes entre as proteinas 
do MHC de classe I e as de classe II. Em ambos os casos, os domfnios externos (marcados em azul) sao polimorficos e interagem para formar o sulco de ligagao 
dos fragmentos peptfdicos. (C) Vista superior da estrutura tridimensional do sulco de ligagao do peptfdeo de uma protefna do MHC de classe I humana com o 
peptfdeo ligado apresentado de maneira esquematica. Um peptfdeo deve estar ligado ao sulco para que a protefna do MHC seja agregada e transportada para a 
superffcie celular. As paredes do sulco sao formadas por duas a-helices e o assoalho e formado por uma folha p pregueada. As pontes de S-S estao apresentadas 
em vermelho (Animagoes 24.8 e 24.9). (C, adaptada de P.J. Bjorkman et al., Nature 329:506-512, 1987. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.) 


Figura 24-37 Os genes do MHC hu- 
mano. Esta representagao esquematica 
simplificada representa a localizagao dos 
genes que codificam as subunidades 
transmembrana das proteinas do MHC de 
classe I ( verde-daro ) e de classe II ( verde- 
-escuro). Os genes apresentados codificam 
tres tipos de proteinas do MHC de classe I 
(HLA-A, HLA-B e HLA-C) e tres tipos de 
proteinas do MHC de classe II (HLA-DP, 
HLA-DQ e HLA-DR). Um indivfduo pode, 
em tal caso, produzir seis tipos de protei¬ 
nas do MHC de classe I (tres codificadas 
pelos genes maternos e tres codificadas 
pelos genes paternos) e mais de seis tipos 
de proteinas do MHC de classe II. Devido 
ao extenso polimorfismo dos genes do 
MHC, as chances de que os alelos mater¬ 
nos e paternos sejam os mesmos e muito 
baixa. 0 numero de proteinas do MHC de 
classe II que podem ser produzidas e maior 
do que seis, porque ha dois genes DR (3, 
e as cadeias polipeptfdicas codificadas de 
origem materna e paterna podem, algu- 
mas vezes, parear. Toda a regiao apresen- 
tada se estende por cerca de sete milhoes 
de pares de bases e contem outros genes 
que nao estao apresentados. 


(normalmente entre 8 e 10 aminoacidos de comprimento). Em uma celula saudavel, os 
peptideos se originam das proprias proteinas nucleares e citosolicas que sofreram de- 
gradagao parcial nos proteassomos, processo normal dos mecanismos de reciclagem 
proteica e controle de qualidade. Alguns fragmentos peptidicos produzidos dessa forma 
sao ativamente transportados para o lumen do reticulo endoplasmatico (RE) por meio de 
transportadores especializados da membrana do RE, onde sao carregados para as cadeias 
a do MHC de classe I recem-sintetizadas. A cadeia a pode se unir a sua cadeia associada 
apos a ligagao do peptideo. O complexo resultante MHC-peptideo proprio e, entao, trans- 
portado por meio do aparelho de Golgi ate a superficie celular. Entretanto, tais complexos 
nao sao perigosos, porque as celulas T citotoxicas que poderiam reconhece-los ja foram 
eliminadas ou inativadas, ou suprimidas pelas celulas T reguladoras no processo de au- 
totolerancia. Por outro lado, em uma celula infectada por um patogeno, como um virus, 
as proteinas patogenicas serao processadas da mesma maneira, e os peptideos delas de- 
rivados serao apresentados na superficie das celulas infectadas ligados as proteinas do 
MHC de classe I. Ali, elas serao reconhecidas pelas celulas T citotoxicas que expressam os 
TCRs adequados, marcando a celula infectada como alvo para destruigao (Figura 24-38). 

Em geral, somente as celulas apresentadoras de antigenos (APCs) expressam as 
proteinas do MHC de classe II. As celulas dendriticas sao referidas como APCs profis- 
sionais, pois elas sao especializadas para essa fungao e somente elas podem ativar as 
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celulas T virgens. Outras celulas imunes que sao alvos da regulagao das celulas T efe- 
toras, incluindo as celulas B e macrofagos, sao APCs nao profissionais. Todas as APCs 
carregam suas protemas do MHC de classe II recem-sintetizadas com os peptideos deri- 
vados principalmente de protemas extracelulares que sao endocitadas e entregues pelos 
endossomos. As protemas do MHC de classe II recem-sintetizadas inicialmente contem 
uma cadeia invariavel, que ocupa o sulco de ligagao do peptideo e impede que ela ligue 
um peptideo prematuramente ate que a proteina do MHC de classe II chegue nas vesi- 
culas especializadas, as quais irao se fusionar com os endossomos. Ali, a cadeia invaria¬ 
vel e removida e os fragmentos peptidicos (normalmente entre 12 e 20 aminoacidos de 
comprimento), produzidos a partir das protemas endocitadas, podem ser ligar no sulco 
das protemas do MHC de classe II, os quais, entao, sao transportados para a membrana 
plasmatica para serem apresentados na superficie das APCs. Nas celulas hospedeiras 
saudaveis, os sulcos das protemas do MHC de classe II sao carregados com peptideos 
proprios derivados das protemas normais e serao ignorados pelas celulas T devido aos 
mecanismos de autotolerancia. Entretanto, durante uma infecgao, as protemas dos pa- 
togenos tambem sao endocitadas e processadas da mesma maneira, permitindo que as 
APCs apresentem os peptideos do patogeno ligados as protemas do MHC de classe II 
para as celulas T que expressam o TCR adequado (Figura 24-39). 

Essa distingao entre as vias de processamento do antigeno para o carregamento 
do peptideo nas protemas do MHC de classe I e de classe II recem-discutidas nao e ab- 
soluta. As celulas dendriticas, por exemplo, precisam ser capazes de ativar as celulas T 
citotoxicas para matar as celulas infectadas por virus, mesmo que o virus nao infecte as 
proprias celulas dendriticas. Para isso, uma subpopulagao de celulas dendriticas usam 
um processo denominado apresentagao cruzada, que se inicia quando essas celulas 
dendriticas nao infectadas fagocitam celulas hospedeiras infectadas com virus ou seus 
fragmentos. As protemas virais ingeridas sao, entao, liberadas dos fagolisossomos para o 
citosol por um mecanismo desconhecido, onde serao degradadas nos proteassomos. Os 
fragmentos resultantes das protemas sao transportados para o lumen do RE onde serao 
carregados para as protemas do MHC de classe I. A apresentagao cruzada nas celulas 
dendriticas nao esta restrita aos patogenos endocitados e seus produtos, tambem ocorre 
nas celulas T citotoxicas ativadas contra antigenos tumorais de celulas malignas e de 
protemas do MHC de enxerto de orgaos estranhos. 


Figura 24-38 Processamento de uma 
proteina estranha extracelular para 
apresentagao as celulas T citotoxicas. 

Uma celula T citotoxica efetora mata uma 
celula infectada por virus quando reconhe- 
ce fragmentos das proteinas internas virais 
associados as proteinas do MHC de classe 
I na superficie da celula infectada. Nem 
todos os virus entram nas celulas como 
este virus de RNA envelopado, mas os 
fragmentos das proteinas internas do virus 
sempre seguem a via representada. So- 
mente uma pequena porgao das proteinas 
virais sintetizadas no citosol e degradada e 
transportada para a superficie celular, mas 
isso e suficiente para atrair uma celula T 
citotoxica e ser atacada por ela. Diversas 
proteinas chaperonas no lumen do RE au- 
xiliam o enovelamento e a montagem das 
proteinas do MHC de classe I (nao apresen- 
tado). A montagem das proteinas do MHC 
de classe I e seu transporte para a superfi¬ 
cie celular requer a ligagao de um peptideo 
proprio ou estranho (Animagao 24.10). 
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Figura 24-39 O processamento de um antfgeno proteico extracelular para apresen- 
tagao a uma celula T auxiliar. Esta representagao simplificada mostra como os complexos 
peptideo-MHC de classe II sao formados nos endossomos e apresentados na superficie celular 
pelas vesfculas. As glicoproteinas do envelope viral tambem podem ser processadas por esta 
via para apresentagao as celulas T auxiliares (nao apresentado). Normalmente, essas glicopro¬ 
teinas sao produzidas no RE e transportadas via Golgi para insergao na membrana plasmatica. 
Embora muitas dessas glicoproteinas sejam incorporadas no envelope das partfculas virais em 
brotamento, algumas serao endocitadas e entrarao nos endossomos, onde poderao entrar na 
via de processamento do MHC de classe II. 


Durante uma infecgao, somente uma pequena fragao das centenas de protemas 
do MHC da superficie de uma APC ou celula-alvo terao peptfdeos de patogenos liga- 
do a elas. Entretanto, menos de 50 copias do complexo peptfdeo-MHC em uma celula 
dendritica e suficiente para ativar uma celula T auxiliar que possui um TCR que liga esse 
complexo com alta afinidade. As propriedades das protemas do MHC de classe I e de 
classe II estao comparadas na Tabela 24-3. 

As proteinas do MHC sao as proteinas humanas mais 
polimorficas ja conhecidas 

Embora um indivfduo possa produzir somente um pequeno niimero de protemas do 
MHC de classe I e de classe II diferentes, juntas elas devem ser capazes de apresentar 
fragmentos peptidicos de praticamente qualquer protefna estranha as celulas T. Dessa 
forma, ao contrario do sftio de ligagao ao antfgeno de uma protefna de Ig, o sulco de 
ligagao do peptideo de cada protefna do MHC deve ser capaz de ligar uma quantidade 
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enorme de peptideos diferentes. Os genes que codificam as protemas do MHC de classe I 
e de classe II (ver Figura 24-37) sao os mais polimorficos conhecidos entre os vertebrados 
superiores. Por exemplo, na populagao humana, ha mais 2 mil variantes alelicas desses 
genes. As variagoes correspondentes nas protemas do MHC estao concentradas no asso- 
alho e nas paredes do sulco de ligagao do peptideo e permitem que moleculas do MHC 
de diferentes individuos liguem diferentes variedades de peptideos. 

Acredita-se que as doengas infecciosas entejam entre as mais importantes causas 
que levaram aprodugao deste extraordinario polimorfismo. Na guerra evolutiva entre os 
patogenos e o sistema imune adaptativo, os patogenos tendem a alterar suas protemas 
por meio de mutagoes, de modo que os peptideos deles derivados nao irao se encaixar 
nos sulcos de ligagao do peptideo do MHC. Quando um patogeno tern sucesso, pode se 
alastrar em uma populagao, causando uma epidemia. Em tais circunstancias, os poucos 
individuos que irao produzir uma nova forma alelica da proteina do MHC que possa 
ligar os peptideos derivados do patogeno alterado terao grande vantagem seletiva. Esse 
tipo de selegao tende a promover e manter a alta diversidade das protemas do MHC na 
populagao. No oeste da Africa, por exemplo, individuos com um alelo especifico do MHC 
(HLA-B53) possuem uma suscetibilidade reduzida a uma forma grave da malaria ende- 
mica naquela regiao. Embora esse alelo seja raro em outros lugares, ele e encontrado em 
25% da populagao do oeste da Africa. 

A extensa diversidade das protemas do MHC humano e a principal razao pela qual 
os individuos que recebem um transplante de orgao devem ser tratados com farmacos 
imunossupressores potentes para prevenir a rejeigao imune do orgao enxertado. Entre 
todas as protemas estranhas que o enxerto expressa, as do MHC sao, de longe, as mais po- 
derosas estimuladoras das celulas T do receptor, que rapidamente irao destruir o enxerto 
se nao forem prevenidas por meio do uso de tais farmacos. As protemas do MHC estra¬ 
nhas sao poderosas estimuladoras das celulas T, porque as celulas T respondem a elas da 
mesma forma com que respondem as protemas do MHC proprias com peptideos estra- 
nhos ligados a elas. Por essa razao, a proporgao de celulas T de um individuo que especi- 
ficamente podem reconhecer qualquer proteina estranha do MHC e relativamente alta. 

Os correceptores CD4 e CD8 nas celulas T ligam-se a porgoes 
invariaveis das protefnas do MHC 

Em geral, a afinidade dos TCRs com os complexos peptideo-MHC, em uma APC, ou em 
uma celula-alvo, nao e suficiente para mediar uma interagao funcional entre as duas 
celulas. As celulas T normalmente necessitam do auxilio dos receptores acessorios, que 
estabilizam a interagao, aumentando a forga de adesao celula-celula. Ao contrario dos 
TCRs e das protemas do MHC, os receptores acessorios sao invariaveis e nao ligam pep¬ 
tideos estranhos. Uma vez ligada a superficie da celula dendritica, por exemplo, uma 
celula T aumenta a forga de ligagao pela ativagao da proteina de adesao integrina (discu- 
tida no Capitulo 19), a qual tende a ligar-se mais fortemente a uma proteina semelhante 
a Ig da superficie da celula dendritica. Esse aumento da adesao permite que a celula T 
permanega ligada por tempo suficiente para tornar-se ativada. 

Quando um receptor acessorio desempenha um papel direto na ativagao das celu¬ 
las T, por meio da geragao de sinais intracelulares para a propria celula, ele e denominado 
correceptor. Os mais importantes e mais conhecidos correceptores das celulas T sao as 
protemas CD4 e CD8, ambas protemas transmembrana de passagem unica com domi- 
nios extracelulares semelhantes a Igs. Como os TCRs, esses correceptores reconhecem 
protemas do MHC, mas, ao contrario dos TCRs, eles ligam-se a porgoes invariaveis da 
proteina do MHC, distantes do sulco de ligagao ao peptideo. O CD4 e expresso nas celulas 
T auxiliares e reguladoras e liga-se as protemas do MHC de classe II, enquanto o CD8 e 
expresso nas celulas T citotoxicas e se liga as protemas do MHC de classe I (Figura 24-40). 

O CD4 e o CD8 contribuem para o reconhecimento da celula T ajudando a celula T a 
focalizar em determinadas protemas do MHC e, como consequencia, em tipos particulares 
de celulas-alvo. Assim, o reconhecimento das protemas do MHC de classe I pelo CD8 per¬ 
mite que as celulas T citotoxicas focalizem em qualquer tipo de celula hospedeira infectada, 
ao passo que o reconhecimento das protemas do MHC de classe II pelo CD4 permite que as 
celulas T reguladoras e auxiliares focalizem em celulas-alvo imunes que elas irao suprimir 
ou auxiliar, respectivamente. A cauda citoplasmatica das protemas CD4 e CD8 estao asso- 
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Figura 24-40 Os correceptores CD4 e CD8 
na superficie das celulas T. As celulas T cito¬ 
toxicas (T c ) expressam CD8, que reconhece pro- 
tefnas do MHC de classe I, enquanto as celulas 
T auxiliares (T H ) e as celulas T reguladoras (nao 
apresentadas) expressam CD4, que reconhece 
protefnas do MHC de classe II. Observe que os 
correceptores ligam-se a mesma proteina do 
MHC a qual o TCR se ligou, de forma que eles 
se associam aos TCRs durante o processo de 
reconhecimento do antfgeno. 0 TCR se liga as 
porgoes variaveis (polimorficas) da proteina do 
MHC que forma o sulco de ligagao ao antfge¬ 
no, e o correceptor liga-se a porgao invariavel, 
em uma regiao distante do sulco. 
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ciadas com um membro da familia Src das tirosinas-cinase citoplasmaticas (discutidas no 
Capitulo 15), denominadas Lck, as quais fosforilam diversas protemas intracelulares nas 
tirosinas e, portanto, participam na ativagao das celulas T (discutida mais adiante). 

O virus da Aids (HIV) utiliza as moleculas de CD4 (assim como os receptores de 
quimiocinas) para penetrar as celulas T auxiliares (ver Figura 23-17). E esta eventual de- 
plegao de celulas T auxiliares que torna os pacientes com Aids suscetiveis a infecgoes 
causadas por microbios que normalmente nao sao perigosos. Consequentemente, a 
maioria dos pacientes com Aids morre por infecgoes que surgem apos varios anos do es- 
tabelecimento dos sintomas da doenga, a nao ser que sejam tratados com uma combina- 
gao de farmacos anti-HIV. O HIV igualmente utiliza o CD4 e os receptores de quimioci¬ 
nas para penetrar os macrofagos, que tambem apresentam ambos os tipos de receptores 
em suas superficies. 

Os timocitos em desenvolvimento sofrem selegao positiva e 
negativa 

O desenvolvimento das celulas T comega quando as celulas progenitoras linfoides deri- 
vadas da medula ossea entram no timo a partir da corrente sanguinea. Ali, as celulas rece- 
bem varios sinais das celulas estromicas do timo, celulas epiteliais, macrofagos e celulas 
dendriticas que promovem seu desenvolvimento passo a passo em timocitos maduros. 
Em uma unica etapa, as celulas progenitoras sao induzidas a expressar a recombinase 
V(D)J e iniciam o rearranjo dos segmentos genicos dos TCRs. Logo apos, as celulas ex- 
pressam ambos os correceptores, CD4 e CD8, sendo denominadas timocitos duplo-posi- 
tivos. Essas celulas migram para o interior e interagem com as celulas dendriticas do timo 
ou com as celulas epiteliais que expressam os peptideos proprios ligados as protemas do 
MHC de classe I e de classe II. Se o TCR dos timocitos se liga com alta afinidade a esses 
complexos, sera transmitido um forte sinal levando a celula a sofrer apoptose. Esse pro- 
cesso, denominado selegao negativa, e um exemplo de delegao clonal (ver Figura 24-21) 
e elimina os timocitos que potencialmente poderao atacar as celulas hospedeiras nor¬ 
mals e os tecidos, causando doengas autoimunes se as celulas continuarem sua matura- 
gao e deixarem o timo. 

Se este TCR for incapaz de se ligar ao complexo peptideo MHC proprio no timo, 
o timocito nao ira receber os sinais necessarios para sobrevivencia e morrera por “ne- 
gligencia" Sem a capacidade de reconhecer as protemas do MHC proprias, geralmen- 
te uma celula T nao tera utilidade, pois as celulas T so podem reconhecer peptideos 
derivados de patogenos no contexto das protemas do MHC proprio. Os timocitos que 
expressam um TCR que se liga com uma afinidade adequada a um peptideo proprio 
ligado a uma proteina do MHC de classe I (usando o CD8 como correceptor) ou uma 
proteina do MHC de classe II (usando o CD4 como correceptor) recebera um sinal 
otimo para sobreviver e continuar a maturar, este processo e denominado selegao 
positiva (Figura 24-41). Como parte desse processo de maturagao, e dependendo da 
preferencia do TCR pelas protemas do MHC de classe I ou de classe II, o correceptor 
CD4 ou CD8, que nao e necessario, sera silenciado pela metilagao do DNA no gene cor- 
respondente, resultando no desenvolvimento de timocitos de positividade unica, CD4 
ou CD8, que deixarao o timo como celulas T virgens e entrarao no conjunto de celulas 
T recirculantes, as celulas CD4 como auxiliares ou reguladoras e as celulas CD8 como 
celulas T citotoxicas. 

Embora as celulas T virgens, citotoxicas e auxiliares, constantemente recebam 
sinais de sobrevivencia na forma de peptideos proprios ligados as protemas do MHC 
aos quais as celulas T se ligam fracamente, uma celula somente e ativada a proliferar 
e estabelecer uma resposta imune se seu TCR se ligar com alta afinidade ao complexo 
peptideo-MHC e receber os sinais coestimuladores ao mesmo tempo. Geralmente, isso 
ocorre somente quando a celula T encontra uma celula dendritica ativada (na periferia 
de um orgao linfoide periferico) que expressa uma proteina do MHC com um peptideo 
estranho, derivado de um patogeno, em seu sulco de ligagao. So entao e que a celula T 
virgem ira proliferar e se diferenciar em uma celula T de memoria ou efetora. 

A selegao negativa no timo e o principal mecanismo que assegura que as celulas 
T perifericas nao reajam contra as celulas hospedeiras que expressam as protemas do 
MHC com peptideos derivados das proprias protemas em seu sulco de ligagao do pep- 
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Figura 24-41 Sele^ao positiva e nega- 
tiva no timo. Os timocitos em desenvol- 
vimento com TCRs que permitirao a eles 
responderem aos peptideos associados 
com as proteinas do MHC proprio apos 
deixarem o timo serao positivamente 
selecionados. A ligagao dos seus TCRs aos 
peptideos proprios ligados as proteinas do 
MHC proprio no timo sinalizam para que 
as celulas sobrevivam, maturem e migrem 
para os orgaos linfoides perifericos. Todos 
os outros timocitos sofrem apoptose, por 
nao expressarem o TCR que reconhece 
a proteina do MHC proprio ligada a urn 
peptideo proprio ou por reconhecerem tais 
complexos tao bem que sofrem selegao 
negativa. 

As celulas T reguladoras (celulas T reg ) 
que sao selecionadas positivamente no 
timo sao denominadas celulas T reg naturais 
para distingui-las das celulas T reg induzi- 
das, as quais se desenvolvem nos orgaos 
linfoides perifericos a partir das celulas T 
auxiliares virgens (celulas T H ). 


tideo. Entretanto, esse mecanismo exige que as APCs no timo apresentem uma serie 
de peptideos em suas moleculas do MHC que irao representar as proteinas proprias 
nos tecidos perifericos, bem como no timo. No entanto, nao e esperado que o timo 
produza tantas proteinas como aquelas que sao especificamente expressas nos outros 
orgaos. Como exemplo, nao e esperado a produgao de insulina, mas, mesmo assim, 
e crucial eliminar os timocitos com TCRs que possam reconhecer os peptideos deri- 
vados da insulina ligados as proteinas do MHC na superficie das celulas p secretoras 
de insulina no pancreas. Qualquer falha nesse mecanismo causara a destruigao das 
celulas p dependentes de celulas T e, como consequencia, causara o diabetes tipo 1 
(ou diabetes juvenil). 

O mecanismo que permite a delegao de todas celulas desse tipo no timo depen- 
de de uma subpopulagao de celulas epiteliais do timo que expressam um regulador de 
transcrigao denominado AIRE (regulador autoimune; do ingles, autoimmune regulator). 
Por um mecanismo ainda pouco compreendido, a proteina AIRE promove a produgao 
de pequenas quantidades de mRNA de muitos genes que codificam tais proteinas orgao- 
-especificas, incluindo o gene da insulina. Quando os peptideos derivados das proteinas 
codificadas por esses genes sao ligados pelas proteinas do MHC e apresentados na su¬ 
perficie das celulas epiteliais da medula do timo, e o suficiente para provocar a elimina- 
gao dos timocitos potencialmente autorreativos. As mutagoes que inativam o gene AIRE 
causam graves doengas autoimunes contra multiplos orgaos tanto em camundongos 
quanto em humanos, indicando a importancia do AIRE na autotolerancia. 

As celulas T citotoxicas induzem as celulas-alvo infectadas a 
cometerem suicfdio 

As celulas T citotoxicas (celulas T c ), assim como as celulas NK discutidas anteriormente, 
protegem contra os patogenos intracelulares incluindo os virus, bacterias e parasitas que 
se multiplicam no citoplasma da celula hospedeira. As celulas T c matam as celulas hos- 
pedeiras infectadas antes que o patogeno possa escapar e infectar as celulas hospedeiras 
vizinhas. Antes que ela possa matar, uma celula T c virgem tern que se tornar uma celula 
efetora por meio da ativagao de uma APC, normalmente uma celula dendritica ativada 
que possui os peptideos derivados do patogeno ligados as proteinas do MHC de classe I, 
um processo que depende do auxilio das celulas T. As celulas T c efetoras podem, em tal 
caso, reconhecer qualquer celula-alvo que possuir o mesmo patogeno e que expressa¬ 
rem o mesmo complexo peptideo-MHC em sua superficie. Seus TCRs, juntamente com 
os correceptores CD8, moleculas de adesao e proteinas de sinalizagao intracelular (dis¬ 
cutidas mais adiante) se agregam na interface entre as duas celulas formando uma si- 
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Figura 24-42 Celulas T citotoxicas efetoras matando uma celula-alvo em cultura. (A) Micrografia eletronica mostrando uma celula T citotoxica (celula 
T c ) efetora ligada a celula-alvo. As celulas T c foram obtidas de camundongos imunizados com celulas-alvo, que sao celulas de um tumor estranho. (B) (Micro¬ 
grafia eletronica mostrando uma celula T c e uma celula tumoral que a celula T c matou. Em um animal, ao contrario das placas de cultura de celulas, a celula- 
-alvo morta sera fagocitada pelas celulas vizinhas (principalmente macrofagos) muito antes de se desintegrar da forma aqui apresentada. (C) Micrografia de 
imunofluorescencia de uma celula T c e uma celula tumoral apos coloragao com anticorpos antitubulina fluorescente. Observe que os centrossomos da celula T c 
encontram-se orientados em diregao ao ponto de contato celula-celula com a celula-alvo, uma sinapse imunologica. Os granulos secretores (nao visiveis) das 
celulas T c sao inicialmente transportados junto aos microtubulos para o centrossomo, o qual, entao, move-se para a sinapse imunologica, levando os granulos 
para onde eles possam liberar seu conteudo. (A e B, de D. Zagury et al., Eur. J. Immunol. 5:818-822, 1975. Com permissao de John Wiley & Sons, Inc; C, de B. 
Geiger, D. Rosen e G. Berke, J. Cell Biol. 95:137-143, 1982. Com permissao dos autores.) 


Figura 24-43 A principal maneira pela 
qual uma celula TC efetora (ou celula 
NK) mata uma celula-alvo infecta- 

da. Esta representagao simplificada mostra 
como as celulas matadoras liberam as 
perforinas e granzimas na superffcie de 
uma celula-alvo infectada por exocitose 
localizada em uma sinapse imunologica. 

As altas concentragoes de Ca 2+ no fluido 
extracelular faz as perforinas se reunirem 
nos canais transmembrana da membrana 
plasmatica da celula-alvo, permitindo que 
as granzimas entrem para o citosol da 
celula-alvo. As granzimas clivam e ativam 
as pro-caspases iniciando a cascata das 
caspases causando a apoptose (ver Figura 
18-3). Uma unica celula citotoxica pode 
matar multiplas celulas-alvo em sequencia. 
Ainda permanece um misterio o porque 
da liberagao das perforinas nao formarem 
poros na membrana da propria celula ma- 
tadora (Animagoes 24.12 e 24.13). 


napse imunologica. Nesse processo, as celulas T c efetoras reorganizam seu citoesqueleto 
focalizando seu aparato de morte na celula-alvo, secretando suas proteinas citotoxicas 
em um espago confinado (Figura 24-42). Dessa maneira, elas evitam a morte das celulas 
vizinhas. Uma sinapse similar se forma quando as celulas T auxiliares efetoras interagem 
com as celulas-alvo, exceto que, nesse caso, o correceptor e o CD4 (Animagao 24.11). 

Uma celula T c efetora (ou uma celula NK) pode usar uma de duas estrategias para 
matar a celula-alvo. As duas estrategias irao atuar por meio da indugao da ativagao das 
caspases nas celulas-alvo e de sua propria morte por apoptose. Um mecanismo usa uma 
protema denominada ligante Fas na superficie da celula matadora, que se liga a um re¬ 
ceptor transmembrana na celula-alvo, denominado Fas, o qual foi discutido no Capitu- 
lo 18 (ver Figura 18-5). O outro e o principal mecanismo usado, tanto pelas celulas NK 
quanto pelas celulas T c , para matar uma celula-alvo infectada. A celula matadora arma- 
zena varias proteinas citotoxicas no interior de vesiculas secretoras em seu citoplasma 
que sao liberadas no espago sinaptico por exocitose. As proteinas toxicas incluem as per¬ 
forinas e as proteases denominadas granzimas. As perforinas sao homologas ao compo- 
nente C9 do complemento e polimerizam na membrana plasmatica da celula-alvo (ver 
Figura 24-8), formando um poro transmembrana que rompe a membrana e permite que 
as granzimas entrem na celula-alvo. Uma vez no citosol, as granzimas auxiliam na ativa¬ 
gao das caspases e, como consequencia, induzem a apoptose (Figura 24-43). 


Celula T citotoxica efetora 
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As celulas T auxiliares efetoras ajudam na ativagao de outras 
celulas dos sistemas imunes inato e adaptativo 

Ao contrario das celulas T c , as celulas T auxiliares (celulas T H ; do ingles, helper T cells ) 
sao cruciais para a defesa contra patogenos intra e extracelulares e expressam o corre- 
ceptor CD4 no lugar do CD 8 e reconhecem os peptideos estranhos ligados as protemas 
do MHC de classe II e nao de classe I. Uma vez que as celulas T H virgens sejam induzidas 
pelas celulas dendriticas ativadas a tornarem-se celulas efetoras, elas podem auxiliar a 
ativagao de outras celulas. Elas auxiliam na ativagao das celulas B para tornarem-se celu¬ 
las secretoras de anticorpos e mais tarde sofrer hipermutagao somatica e troca de classe 
de Ig. Elas auxiliam na ativagao dos macrofagos para a destruigao de qualquer patogeno 
intracelular que esteja se multiplicando dentro dos fagossomos dos macrofagos. Elas au¬ 
xiliam na indugao das celulas T c virgens para tornarem-se celulas efetoras que possam 
matar as celulas-alvo infectadas e, elas estimulam as celulas dendriticas ativadas que as 
ativam para manter as celulas dendriticas em um estado ativado. Em cada caso, as celu¬ 
las T h efetoras reconhecem o mesmo complexo de peptideo estranho e protema do MHC 
de classe II na superficie da celula-alvo que ele reconheceu inicialmente na celula den- 
dritica ativada. Como discutido anteriormente, as celulas T H estimulam as celulas-alvo 
a secretar varias citocinas e apresentar as protemas coestimuladoras na sua superficie. 

As celulas T auxiliares virgens podem se diferenciar em distintos 
tipos de celulas T efetoras 

Quando ativada pela ligagao a um peptideo estranho ligado a uma protema do MHC de 
classe II em uma celula dendritica ativada, a celula T H virgem pode se diferenciar em varios 
tipos de celulas T efetoras, dependendo da natureza do patogeno e das citocinas encon- 
tradas. Essas celulas incluem alguns subtipos de celulas auxiliares, T H 1, T H 2, T FH e T H 17, e 
celulas T reguladoras (supressoras). A Figura 24-44 resume as citocinas que induzem essas 
celulas T efetoras e algumas citocinas que as celulas efetoras secretam, bem como os prin- 
cipais reguladores de transcrigao que controlam o desenvolvimento das celulas efetoras. 

As celulas T H virgens ativadas pelas celulas dendriticas secretoras de interleucina-12 
( IL-12 ) se desenvolvem em celulas T H 1. Essas celulas efetoras produzem interferon -7 


TIPO DE CELULA T PRINCIPAL CITOCINAS 
EFETORA PRODUZIDAS 



IFN -7 


IL-4, IL-5, IL-13 


IL-4, IL-21 


IL-17 


TGF(3, IL-10 


Figura 24-44 Diferenciagao das celulas 
T auxiliares virgens em diferentes 
tipos de celulas auxiliares efetoras 
ou celulas T reguladoras nos orgaos 
linfoides perifericos. As citocinas produ- 
zidas pela ativagao das celulas dendriticas 
(e por outras celulas do ambiente) deter- 
minam principalmente 0 tipo de celula T 
efetora que sera desenvolvido como indi- 
cado na figura. A figura mostra algumas 
das principals citocinas produzidas por 
cada tipo de celula efetora e 0 principal 
regulador de transcrigao para cada sub- 
populagao de celulas esta indicado no nu- 
cleo. Ha evidences de que algumas celulas 
efetoras sao plasticas e podem mudar as 
citocinas que produzem em resposta as 
alteragoes ambientais (nao apresentado). 
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(IFN-'y), fundamental para ativar os macrofagos a destruirem patogenos que invadiram 
os macrofagos ou foram ingeridos por eles. O IFN -7 tambem pode induzir as celulas B a 
mudar de classe de Ig que estao produzindo. As celulas T H virgens ativadas na presenga de 
IL-4 se desenvolvem em celulas T H 2. Essas celulas efetoras sao importantes para o contro- 
le dos patogenos extracelulares, incluindo os parasitas. Elas estimulam as celulas Baso- 
frerem hipermutagao somatica e mudanga de classe de Ig. Por exemplo, as proprias celulas 
T h 2 produzem IL-4 que pode induzir a troca de IgD e IgM para a produgao de anticorpos 
IgE, o qual pode se ligar aos mastocitos, como mencionado anteriormente. As celulas T H 
virgens ativadas, na presenga de IL-6 e IL-21 se desenvolvem em celulas T auxiliares foli- 
culares (T FH ), as quais estao localizadas nos foliculos linfoides e secretam varias citocinas, 
incluindo IL-4 e IL-21. Essas celulas sao especialmente importantes para estimular as ce¬ 
lulas B para troca de classe de Ig e hipermutagao somatica. As celulas T H virgens ativadas, 
na presenga de IL-6 e TGF/3 se desenvolvem em celulas T H 17. Essas celulas efetoras secre¬ 
tam IL-17, que recruta neutrofilos e estimula as celulas epiteliais e os fibroblastos da pele 
e do intestino a produzir citocinas pro-inflamatorias. As celulas T H 17 sao importantes no 
controle das infecgoes fungicas e bacterianas extracelulares, e na cicatrizagao, mas tam¬ 
bem possuem uma importante fungao nas doengas autoimunes e nas alergias. 

Em alguns casos, as celulas T H virgens que encontram seu antigeno em um orgao 
linfoide periferico na presenga de TGF|3 e na ausencia de IL 6 se desenvolvem em celulas 
T reguladoras induzidas (celulas T reg ), que suprimem, em vez de auxiliarem, as celulas 
imunes. Como mencionado anteriormente, as celulas T rpa naturais se desenvolvem no 
timo durante o desenvolvimento dos timocitos (ver Figura 24-41). Em qualquer uma das 
situagoes, as celulas T reg suprimem o desenvolvimento, ativagao ou fungao da maioria 
dos outros tipos de celulas imunes por meio da secregao de citocinas supressoras como 
IL-lOe TGFp e de protemas inibidoras na superficie das celulas T reg . Parece que as celu¬ 
las T reg induzidas suprimem principalmente a resposta imune aos antigenos estranhos, 
prevenindo as respostas contra antigenos inocuos inalados ou ingeridos e limitando as 
respostas contra os patogenos para evitar respostas excessivas que causam patologias 
indesejaveis. As celulas T reg naturais sao necessarias para prevenir as respostas contra 
as moleculas proprias (ver Figura 24-21). As celulas T reg expressam o regulador de trans- 
crigao FoxP3, que atua tanto como marcador dessas celulas quanto como principal con- 
trolador do seu desenvolvimento. Se o gene que codifica essa protema for inativado, em 
camundongos ou humanos, o individuo pode nao produzir celulas T reg e desenvolvera 
uma doenga autoimune fatal envolvendo multiplos orgaos. Essa descoberta estabeleceu 
a importancia crucial das celulas T reg na autotolerancia. 

As celulas B e T necessitam de multiplos sinais extracelulares para 
sua ativagao 

A ligagao de antigenos estranhos aos TCRs e BCRs inicia o processo pelo qual as celulas 
T e B sao estimuladas a proliferar e diferenciar em celulas efetoras e celulas de memoria. 
Como mencionado anteriormente, esses receptores de antigenos nao atuam de forma 
isolada, eles estao associados de modo estavel com cadeias polipeptidicas transmem- 
brana invariaveis que sao necessarias para a transmissao do sinal para a celula. Nas ce¬ 
lulas B, eles sao denominados Iga e 7g/3 (Figura 24-45A), e nas celulas T, eles ocorrem 
como um complexo denominado CD3, composto por quatro tipos de cadeias polipep¬ 
tidicas (Figura 24-45B). Nos dois casos, as protemas associadas auxiliam a converter a 
ligagao do antigeno extracelular ao TCR ou BCR em sinais intracelulares e fazem isso de 
modo similar. 

A ligagao do antigeno aos BCRs ou TCRs agregam esses receptores e suas cadeias 
invariaveis associadas (e os correceptores CD4 e CD 8 no caso dos TCRs). Essa agrega- 
gao ativa a fosforilagao na cauda citoplasmatica da tirosina na tirosina-cinase citoplas¬ 
matica da familia Src de algumas cadeias invariaveis. Entao, as fosfotirosinas atuam 
como locais de ancoragem para uma segunda tirosina-cinase citoplasmatica que se 
torna fosforilada e ativada pela primeira cinase; em seguida, a segunda cinase emite 
um sinal fosforilando outras protemas de sinalizagao intracelular em sua tirosina. Al¬ 
guns desses eventos iniciais da via de sinalizagao ativados pelos BCRs estao apresen- 
tados na Figura 24-46. 
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A sinalizagao por meio dos BCRs e TCRs e suas protemas associadas isoladamente 
nao sao suficientes para ativar a proliferagao e diferenciagao dos linfocitos. Sinais coes- 
timuladores extracelulares produzidos por outras celulas tambem sao necessarios e sao 
fornecidos por protemas ligadas a membrana (ver Figura 24-34) e citocinas secretadas. 
Na verdade, a sinalizagao por meio do BCR ou TCR com coestimulagao insuficiente pode 
eliminar o linfocito (delegao clonal) ou ativa-lo, sendo que estes dois mecanismos con- 
tribuem para a autotolerancia (ver Figura 24-21). Uma celula dendritica ativada fornece 
os sinais coestimuladores para as celulas T virgens. Estes coestimuladores incluem as 
protemas transmembrana B7, que sao reconhecidas pelo correceptor CD28 na superficie 
da celula T (Figura 24-47 A). Uma celula T H efetora fornece os sinais coestimuladores 
para uma celula B que inclui o ligante CD40 transmembrana, que liga o receptor CD40 
da celula B (Figura 24-47B). O ligante CD40 na celula T H efetora atua em outras duas 
situagoes: (1) ele age de volta no receptor CD40 na superficie da celula dendritica para 
aumentar e manter a ativagao da celula dendritica, criando um ciclo de retroalimentagao 
positiva e (2) atua como sinal coestimulador na superficie da celula T H 1 efetora, permi- 
tindo que a celula T auxilie na ativagao dos macrofagos infectados para a destruigao dos 
patogenos invasores. 

Alem dos receptores para as protemas coestimuladoras, tanto as celulas B quanto 
as celulas T possuem protemas inibidoras em sua superficie que auxiliam a regular a 
atividade celular, prevenindo respostas inadequadas ou em excesso. Duas das protemas 
expressas pelas celulas T tern recebido grande atengao devido a sua fungao na supressao 
da capacidade das celulas T em inibir a progressao do cancer. As protemas CTLA4 e a 
PD1 inibem a atividade das celulas T de diferentes maneiras, e os anticorpos monoclo- 
nais contra uma delas ou principalmente contra ambas podem atenuar a inibigao e per- 
mitir que as celulas T destruam os tumores de alguns pacientes com cancer metastatico 
(ver Figura 20-45). 


Figura 24-45 As cadeias invariaveis as¬ 
sociadas aos BCRs e TCRs. (A) Cada BCR 
esta associado com dois heterodimeros 
invariaveis, cada um composto por uma 
cadeia polipeptidica Iga e uma Igp unidas 
por uma ponte dissulfeto ( vermelho ). (B) 
cada TCR esta associado com uma cadeia 
invariavel do complexo CD3 composto por 
duas cadeias £ ligadas por pontes dissul¬ 
feto, duas cadeias s, uma cadeia 8 e uma 
cadeia 7 . Essas cadeias formam homo ou 
heterodimeros, como apresentado. 


Figura 24-46 Os primeiros eventos de 
sinalizagao em uma celula B ativada 
pela ligagao de um antigeno especifico 
estranho ao seu BCR. Se 0 antigeno esta 
na superficie de um patogeno ou e uma 
macromolecula soluvel com dois ou mais 
determinantes antigenicos (como apresen¬ 
tado), ele faz a ligagao cruzada dos BCRs 
adjacentes, causando a agregagao de suas 
cadeias invariaveis associadas, como mos- 
tra a figura. Uma tirosina-cinase citoplas- 
matica semelhante a Src (que pode ser a 
Fyn ou a Lyn) esta associada com a cauda 
citoplasmatica da lg|3, ela se associa ao 
agrupamento e fosforila as cadeias inva¬ 
riaveis Iga e Igp (para simplificar somente 
a fosforilagao da Igp esta apresentada). A 
proteina transmembrana tirosina-fosfatase 
denominada CD45 tambem e necessaria 
para remover os fosfatos inativadores 
dessas cinases semelhantes a Src (nao 
apresentado). As fosfotirosinas da Iga 
e lg(3 atuam como locais de ancoragem 
para outra tirosina-cinase semelhantes a 
Src, denominada Syk, que se torna, desse 
modo, fosforilada e, portanto, ativa-se 
para transmitir 0 sinal adiante. 

A via dos TCRs e similar (incluindo 
a necessidade do CD45), exceto que a 
primeira cinase semelhante a Src e a Lck, e 
esta associada com 0 correceptor CD4 ou 
0 CD 8 e fosforila as tirosinas em todas as 
cadeias polipeptidicas CD3 apresentadas 
na Figura 24-45B. A segunda cinase seme¬ 
lhante a Src e a ZAP70, que e homologa 
a cinase Syk das celulas B (Animagao 
24.14). 
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Figura 24-47 Comparagao entre as 
protefnas coestimuladoras necessarias 
para ativar uma celula T auxiliar e uma 
celula B em resposta a mesma proteina 
estranha. (A) Uma celula T auxiliar virgem 
e ativada por um fragmento peptfdico de 
uma proteina estranha ligado a uma pro¬ 
teina do MHC de classe I na superffcie de 
uma celula dendrftica ativada. A proteina 
coestimuladora na celula dendrftica (uma 
proteina B7, CD80 ou CD86) se liga ao 
correceptor CD28 na celula T, fornecendo 
o sinal coestimulador necessario para a 
celula T. Alem disso, as citocinas secreta- 
das pelas celulas dendrfticas (ou celulas 
vizinhas) influenciam em qual subtipo 
de celula auxiliar efetora a celula T ira se 
transformar (ver Figura 24-44). (B) Uma 
vez ativada para se tornar uma celula efe¬ 
tora, a celula T auxiliar pode ajudar na ati- 
vagao das celulas B que possufrem, em sua 
superffcie, o mesmo complexo de proteina 
do MHC-peptfdeo da celula dendrftica que 
ativou a celula T. Essas celulas B possuem 
BCRs que se ligam a um determinante an¬ 
tigenico na superffcie de uma proteina es¬ 
tranha enovelada e internalizam a proteina 
por endocitose (seta vermelha). Entao, a 
proteina e clivada em peptfdeos que sao 
levados pelas protefnas do MHC de classe 
II para a superffcie da celula B, onde al- 
guns deles serao reconhecidos pelos TCRs 
das celulas T auxiliares (ver Figura 24-39). 
Observe que os BCRs e os TCRs reconhe- 
cem determinantes antigenicos distintos 
nas protefnas. Como indicado, a proteina 
coestimuladora usada pelas celulas T au¬ 
xiliares efetoras e o ligante CD40, que se 
liga ao correceptor CD40 da celula B. A 
celula T tambem secreta citocinas, como a 
IL-4, para auxiliar na estimulagao da celula 
B a realizar a hipermutagao somatica e a 
troca de classe (nao apresentado). 0 corre¬ 
ceptor CD4 da celula T H foi omitido em (A) 
e (B) para simplificar. 


Figura 24-48 Algumas protefnas de 
superffcie celular discutidas neste ca- 
pftulo que pertencem a superfamflia 
de Igs. A Ig e os domfnios semelhantes a 
Ig estao so m bread os em cinza, exceto os 
domfnios de ligagao ao antfgeno (nem to- 
dos sao domfnios Ig, as protefnas do MHC 
de classe I e de classe II sao excegoes), que 
estao sombreados em azul. A superfamflia 
de Igs tambem inclui varias protefnas de 
superffcie celular envolvidas na interagao 
celula-celula em fungoes fora do sistema 
imune, como a molecula de adesao de 
celulas neurais (NCAM), discutidas no Ca- 
pftulo 19, e os receptores de varios fatores 
de crescimento proteicos discutidos no 
Capftulo 15 (nao apresentado). Existem 
mais de 750 membros da superfamflia de 
Igs em humanos. 


(A) 


CELULA DENDRfTICA ATIVA A CELULA T 


(B) 


CELULA T AUXILIAR ATIVA A CELULA B 
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Muitas protefnas de superffce celular pertencem a 
superfamflia de Igs 

A maioria das protefnas do sistema imune que estao envolvidas no reconhecimento do 
antfgeno e no reconhecimento celula-celula contem uma ou mais Igs ou domfnios se¬ 
melhantes a Igs, sugerindo que tiveram uma historia evolutiva comum. Inclufdos nessa 
extensa superfamflia de Igs encontram-se os anticorpos, os TCRs, as protemas do MHC, 
o CD4, o CD8, os correceptores CD28, as protemas coestimuladoras B7 e a maioria das 
cadeias polipeptfdicas invariaveis associadas aos TCRs e BCRs, assim como os varios re¬ 
ceptores Fc presentes nos linfocitos e em outros leucocitos. Varias dessas protemas sao 
dfmeros ou oligomeros, em que as Igs ou os domfnios semelhantes a Igs de uma das 
cadeias interagem com os da outra (Figura 24-48). 
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Tanto nos vertebrados quanto nos invertebrados, muitas protemas da superfamilia 
de Igs tambem sao encontradas fora do sistema imune onde, com frequencia, atuam nos 
processos de adesao e de reconhecimento celula-celula, ambos durante o desenvolvi- 
mento e nos tecidos adultos. E provavel que toda a superfamilia de genes tenha evoluido 
de um gene primordial que codificava um unico dominio semelhante a Ig, similar aquele 
que codifica a P 2 -microglobulina (ver Figura 24-36). Nos membros da familia atuais, um 
exon separado normalmente codifica os aminoacidos em cada dominio semelhante a Ig, 
de acordo com a possibilidade de que novos membros da familia tenham surgido duran¬ 
te a evolugao por duplicates dos genes e dos exons. 

Resumo 

Existem tres principals classes de celulas Tfuncionalmente distintas. As celulas T citotoxi- 
cas (celulas Tj matam diretamente as celulas por meio da secregao de perforinas e gran- 
zimas que induzem a apoptose das celulas infectadas. As celulas T auxiliares (celulas T H ) 
auxiliam na ativagao das celulas T citotoxicas para matar sua celula-alvo, as celulas B a 
produzirem anticorpos, os macrofagos a destruirem os microrganismos de seu interior e 
as celulas dendriticas a ativar as celulas T. A celulas T reguladoras (celulas T reg ) produzem 
protemas supressoras (como as citocinas IL-lOe TGFfi) para inibir outras celulas imunes. 

Todos os tipos de celulas T expressam receptores de antigenos (TCRs) de super fide 
celular, os quais sao codificados por genes que sao rearranjados a partir de multiplos 
segmentos genicos durante o desenvolvimento da celula T no timo. Os TCRs reconhecem 
fragmentos peptidicos das protemas estranhas que estao apresentados em associagao com 
as protemas do MHC na superfide das celulas apresentadoras de antigenos (APCs) e ce- 
lulas-alvo. As celulas T virgens sao ativadas nos orgaos linfoides perifericos pelas celulas 
dendriticas ativadas que secretam citocinas e expressam em sua superficie os complexos 
MHC-peptideo, protemas coestimuladoras e varias moleculas de adesao celula-celula. 

As protemas do MHC de classe I apresentam os antigenos estranhos as celulas T 0 ao 
passo que as proteinas do MCH de classe II apresentam os antigenos estranhos as celulas 
T h e T reg . As proteinas do MHC de classe I sao expressas em quase todas as celulas nuclea- 
das dos vertebrados e as moleculas de classe IIsao normalmente restritas as APCs, incluin- 
do as celulas dendriticas, macrofagos e linfocitos B. As duas classes de proteinas do MHC 
possuem um unico sulco de ligagao ao peptideo, que se liga a uma grande variedade de 
pequenos fragmentos peptidicos produzidos intracelularmente por processos de degrada- 
gao proteica normais. As proteinas do MHC de classe I ligam, principalmente, fragmentos 
produzidos no citosol, ao passo que as proteinas do MHC de classe II ligam, em especial, 
fragmentos produzidos nos compartimentos endociticos. Os complexos peptideo-MHC 
sao transportados para a superficie celular, onde os complexos que contem um peptideo 
derivado de uma proteina estranha sao reconhecidos pelos TCRs, que interagem com o 
peptideo e as paredes do sulco de ligagao do peptideo. As celulas T tambem expressam os 
correceptores CD4 ou CD8, que reconhecem as regioes invariaveis das proteinas do MHC. 
As celulas T H e as celulas T reg expressam o CD4 e reconhecem as proteinas do MHC de classe 
II. As celulas T c expressam o CD8 e reconhecem as proteinas do MHC de classe I. 

Uma combinagao de selegao positiva e negativa atua durante o desenvolvimento das 
celulas T no timo para assegurar que somente as celulas T com TCRs potencialmente uteis 
sobrevivam, amaduregam e migrem, ao passo que todas as outras morram por apoptose. 
As celulas T c e T H virgens que deixam o timo constantemente recebem sinais de sobreviven- 
cia quando seus TCRs reconhecem os complexos MHC-peptideos proprios, mas somente po- 
dem ser ativadas quando seus TCRs encontram os peptideos estranhos no sulco das protei¬ 
nas do MHC em uma celula dendritica ativada. As celulas T reg naturals que deixam o timo 
suprimem os linfocitos autorreativos para auxiliar na manutengao da autotolerancia. 

A produgao de uma celula T efetora a partir de uma celula T virgem requer multi¬ 
plos sinais de celulas dendriticas ativadas. Os complexos peptideo-MHC na superficie da 
celula dendritica fornece um sinal, ao ligar ao TCR e ao correceptor CD4 em uma celula 
T h ou celula T reg . As proteinas coestimuladoras da superficie das celulas dendriticas e as 
citocinas secretadas sao os outros sinais. Quando as celulas T H virgens sao inicialmente 
ativadas em uma celula dendritica, elas se diferenciam em celulas auxiliares efetoras T H 1, 
T h 2, T fh ou T h 1 7, ou em celulas T reg , dependendo, principalmente, das citocinas em seu 
ambiente. As celulas T H 1 secretam interferon-y (IFN-y) para ativar os macrofagos e in- 


OQUE NAO SABEMOS: 

• 0 que inicia as doengas autoimu- 
nes como a diabetes tipo 1 ou es- 
clerose multipla? 

• Quando uma celula T ou B de me- 
moria ou virgem e ativada pelo 
antigeno e sinais coestimuladores, 
como ela decide se vai se tornar 
uma celula de memoria ou uma 
celula efetora? Ha celulas que ja 
estao pre-comprometidas a tor- 
narem-se efetoras ou de memoria, 
por exemplo, ou essa decisao e 
determinada somente por sinais 
extracelulares? 

• Por que alguns de nos produzi- 
mos anticorpos IgE contra antige¬ 
nos inocuos e consequentemente 
desenvolvemos febre do feno 
e asma alergica, ao passo que 
a maioria nao o faz e por que a 
proporgao de indivfduos alergicos 
esta crescendo? 

• Como uma celula T citotoxica (ou 
NK) evita a morte pelas perforinas 
e granzimas que elas mesmas se¬ 
cretam para matar a celula-alvo? 
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duzir as celulas B a mudar a classe de Ig produzida. As celulas T H 2 e T m secretam outras 
citocinas que tambem induzem a troca de classes nas celulas B e as celulas T H 17 secretam 
IL-17 para promover as respostas inflamatorias e cicatrizagao. As celulas T H auxiliares 
efetoras reconhecem, na superficie da celula-alvo, o mesmo complexo de peptideo estranho 
e protema do MHC de classe II que reconheceu na celula dendritica que inicialmente a 
ativou. Elas ativam suas celulas-alvo, produzindo uma combinagao de protemas sinaliza- 
doras associadas a membrana e coestimuladoras secretadas. As celulas T reg suprimem as 
celulas imunes usando protemas inibidoras secretadas e de superficie celular. 

Ambas as celulas B eT necessitam de multiplos sinais para sua ativagao. A ligagao 
do antigeno nos BCRs ou TCRsfornece um sinal, ao passo que as protemas coestimulado¬ 
ras se ligam aos correceptores e as citocinas se ligam a seus receptores complementares. As 
celulas T efetoras fornecem os sinais coestimuladores as celulas B, ao passo que as APCs 
fornecem os sinais coestimuladores as celulas T. 


TESTE SEU CONHECIMENTO 

Quais afirmativas estao corretas? Justifique. 

24-1 As celulas T cujos receptores se ligam fortemente ao 
complexo peptideo MHC proprio sao eliminadas nos orgaos 
linfoides perifericos quando elas encontram os peptideos 
proprios nas celulas dendriticas apresentadoras de antigenos. 

24-2 Para garantir que as celulas apresentadoras de anti¬ 
genos no timo apresentem um repertorio completo de pepti¬ 
deos proprios para permitir a eliminagao das celulas T autor- 
reativas, o timo recruta celulas dendriticas de todo o corpo. 

24-3 A diversidade dos anticorpos criada pela uniao com- 
binatoria dos segmentos V, D e J pela recombinagao V(D)J 
se torna irrisoria em comparagao com a enorme diversidade 
criada ao acaso pela perda ou ganho de nucleotideos nos si- 
tios de ligagao V, D e J. 

Discuta as questdes a seguir. 

24-4 Por que as arvores nao apodrecem? Por exemplo, o 
pau-brasil pode viver por seculos, mas depois de morta ela 
apodrece rapidamente. O que isso sugere? 

24-5 Seria desastroso se um ataque do sistema comple- 
mento nao fosse confinado a superficie do patogeno alvo 
do ataque. Ainda assim, a cascata proteolitica envolvida no 
ataque libera moleculas ativas biologicamente em varias eta- 
pas. Uma que se difunde e outra que permanece ligada a su¬ 
perficie do alvo. Como a reagao do complemento permanece 
localizada quando os produtos ativos deixam a superficie? 

24-6 Originalmente, foi proposto que a desaminase in- 
duzida pela ativagao (AID) atuava sobre moleculas de RNA 
devido a similaridade de sua sequencia com a Apobecl, que 
desamina Cs para Us no RNA. Entretanto, experimentos de- 
finitivos em Escherichia coli demonstraram que a AID desa¬ 
mina Cs para Us no DNA. Os autores do artigo expressaram 
a AID em bacterias e acompanharam as mutagoes em um 
gene selecionado. Eles observaram que a expressao da AID 
aumentava em cinco vezes as mutagoes e, mais importante, 
80% das mutagoes induzidas eram G^A ou C^T. Isso estaria 
de acordo com o que voce espera se as mutagoes induzidas 
pela AID resultassem da desaminagao de C para U no DNA? 
[Dica: imagine o que aconteceria se uma troca G:U criada pela 
AID fosse replicada varias vezes. Como as sequencias das mu¬ 
tagoes estariam relacionadas com o par de base original G-C?] 


24-7 Por muitos anos foi um misterio o modo como as ce¬ 
lulas T citotoxicas podiam detectar as protemas virais que 
pareciam estar presentes somente no nucleo das celulas in- 
fectadas por virus. A resposta foi obtida em um artigo classico 
onde se tirou proveito de um clone de celulas T cujo receptor 
de celula T era direcionado contra um antigeno associado a 
protema nuclear do influenzavirus, cepa de 1968. Os auto¬ 
res do estudo observaram que quando eles incubavam al- 
tas concentragoes de determinados peptideos derivados de 
protemas nucleares virais, as celulas tornavam-se sensiveis a 
lise pela incubagao subsequente com as celulas T citotoxicas. 
Usando varios peptideos, da cepa de 1968 e da cepa de 1934 
(com a qual a celula T citotoxica nao havia reagido), os au¬ 
tores definiram um determinado peptideo como responsavel 
pela resposta das celulas T (Figura Q24-1). 

(A) 345-360 365-380 

1 968 DLRVLSFIRGTKVSPRGKLSTRGVQIASNENMDAMESSTLELRS 

1934 DLRVLSFIKGTKVVPRGKLSTRGVQIASNENMETMESSTLELRS 


369-382 



NenhumaCepa Cepa 345- 365- 369- 365- 369- 
1968 1934 360 380 382 380 382 


Figura Q24-1 0 reconhecimento da protema nuclear viral pelas celulas T ci¬ 
totoxicas. (A) Sequencias de um segmento da protema nuclear do influenza- 
virus das cepas de 1968 e 1934. Os peptideos usados nos experimentos em 
(A) estao marcados com as barras rosas. As diferengas de aminoacidos entre 
as protemas virais estao marcadas em azul. (B) Lise da celula-alvo mediada 
por celulas T citotoxicas. As celulas-alvo nao tratadas (nenhuma), infectadas 
com virus (cepa 1968 ou 1934) ou pre-incubadas com altas concentragoes 
de peptideo viral indicado. 

A. Qual parte da protema viral originou o peptideo que era 
reconhecido pelo clone da celula T citotoxica? Por que nem 
todos os peptideos virais sensibilizam as celulas-alvo para a 
lise pelas celulas T citotoxicas? 

B. Acredita-se que as moleculas do MHC cheguem a su¬ 
perficie com os peptideos ja ligados. Se for assim, como voce 
imagina que esses experimentos tenham funcionado? 
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24-8 Definir os padroes pelos quais as celulas T interagem 
com suas celulas-alvo foi complicado. Alguns dados cruciais 
foram obtidos a partir do estudo do modo como as celulas 
T citotoxicas matavam as celulas infectadas com o virus da 
coriomeningite (LCMV). As celulas T citotoxicas derivadas de 
camundongos que expressam proteinas do MHC de classe I 
“tipo-k” lisavam as celulas infectadas pelo LCMV expressan- 
do a mesma protema do MHC tipo-k, mas nao lisavam as ce¬ 
lulas infectadas de camundongos que expressavam proteinas 
do MHC de classe I do “tipo-d” (Figura Q24-2). Igualmente, 
as celulas T citotoxicas de camundongos tipo-d lisavam celu¬ 
las do tipo-d infectadas, mas nao celulas do tipo-k infectadas. 
O LCMV pode matar camundongos do tipo-k e do tipo-d. 

As celulas T 
matam as 
celulas-alvo 

SIM 

NAO 

Figura Q24-2 Padrao de eliminagao dos fibroblastos infectados com LCMV 
por celulas T citotoxicas de camundongos do tipo-k infectados com LCMV. 

A. Se camundongos do tipo-d homozigotos cruzassem com 
camundongos do tipo-k homozigotos para produzir progenie 
heterozigota do tipo-lc/tipo-d voce esperaria que as celulas 
T citotoxicas desses heterozigotos, quando infectadas com 
LCMV fossem capazes de lisar as celulas do tipo-d infectadas? 
E as celulas do tipo-k infectadas? Justifique suas respostas. 

B. Curiosamente a infecgao por LCMV nao mata camun¬ 
dongos que nao possuam timo, como camundongos “nude" 
que sao assim chamados por nao possuirem pelos. Se o timo 
e transplantado para um camundongo nude, ele ira morrer 
quando infectado por LCMV. Suponha que um camundongo 
nude heterozigoto tipo-d/tipo-lcreceba o timo de um doador 
tipo-d. Voce esperaria que as suas celulas T citotoxicas sejam 
capazes de lisar as celulas infectadas tipo-d? E as celulas in¬ 
fectadas tipo-k? Explique suas respostas. 

24-9 Antes da exposigao ao antigeno, celulas T com recep- 
tores especificos para o antigeno representam apenas uma 
pequena fragao das celulas T, na ordem de 1 em 10 5 ou 1 em 
10 6 celulas T. Apos a exposigao ao antigeno, somente um pe- 
queno mimero de celulas dendriticas apresentam o antigeno 
em sua superficie. Quanto tempo leva para que essas celulas 
dendriticas apresentadoras de antigeno interajam com celu¬ 
las T especificas para o antigeno, qual e a etapa fundamental 
na ativagao das celulas T e expansao clonal? A dinamica do 
processo de procura pelo antigeno foi avaliada por meio da 
marcagao de celulas dendriticas em vermelho e das celulas 
T em verde, de modo que o contato em um linfonodo intacto 
poderia ser avaliado visualmente por meio de microscopia 
de fluorescencia de dois fotons (Figura Q24-3A). A frequen- 
cia dos contatos entre as celulas dendriticas e as celulas T de 
tais experimentos estao apresentados na Figura 24-3B. As- 
sumindo que 100 celulas dendriticas apresentam o antigeno 
especifico, quanto tempo levaria para elas avaliarem 10 5 ce¬ 
lulas T? E quanto tempo levaria para avaliarem 10 6 celulas T? 
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Figura Q24-3 Exploragao do re¬ 
pertory de celulas T pelas celulas 
dendriticas. (A) Contato entre 
diferentes celulas T e uma celula 
dendritica. As celulas T sao verdes 
e as celulas dendriticas sao verme- 
Ihas. As celulas dendriticas marca- 
das com asterisco fazem contato 
com tres celulas T (numeradas) 
por um determinado perfodo 
como mostra esta sequencia de 
imagens. 0 tempo e apresentado 
em horas:minutos. (B) Grafico de 
pontos dos contatos das celulas T 
com cada celula dendritica indivi¬ 
dual em um determinado penodo 
de tempo. (A, de P Bousso e E. 
Robey, Nat. Immunol. 4:579-581, 
2003. Com permissao de Mac¬ 
millan Publishers Ltd.) 


24-10 Em um primeiro momento, parece uma estrategia 
arriscada para o timo promover a sobrevivencia, maturagao 
e emigragao das celulas T em desenvolvimento que se ligam 
fracamente aos peptideos proprios ligados as proprias mole- 
culas do MHC. Nao seria mais seguro descartar essas celu¬ 
las, juntamente com aquelas que se ligam fortemente a esses 
complexos peptideo MHC proprio, ja que essa estrategia se¬ 
ria uma maneira mais segura de evitar reagoes autoimunes? 

24-11 As proteinas CD4 nas celulas T auxiliares e celulas T 
reguladoras atuam como correceptores que se ligam as por- 
goes invariaveis das proteinas do MHC de classe II. Acredita- 
-se que o CD4 aumente a adesao entre as celulas T e as celulas 
apresentadoras de antigenos (APCs) que estao, inicialmente, 
conectadas somente fracamente pelo receptor de celula T 
ligado ao seu complexo MHC-peptideo especifico. Para ava- 
liar esta possibilidade, voce marca as moleculas do MHC de 
superficie celular com um peptideo marcado com um fluo- 
roforo, de modo que possa detectar cada complexo peptideo- 
-MHC na interface entre as APCs e as celulas T em uma placa 
de cultura. Para detectar as respostas de celulas T, o sinal de 
um contato produtivo, voce coloca um corante indicador de 
Ca 2+ , pois o Ca 2+ citosolico aumenta quando os linfocitos es¬ 
tao ativos. Agora voce conta os complexos peptideo-MHC de 
varias interfaces (sinapses imunologicas) e quantifica a cap- 
tura de Ca 2+ nas celulas T aderentes (Figura Q24-4, drculos 
vermelhos). Quando voce repete o experimento na presenga 
de um anticorpo bloqueador contra o CD4, voce obtem um 
resultado diferente (drculos azuis). Esses resultados apoiam 
ou contrariam a nogao de que o CD4 aumenta a ligagao do 
receptor de celula T? Explique a sua resposta. 


40 



Numero de complexos peptideo-MHC 


Figura Q24-4 Fungao do CD4 na 
resposta de celulas T. A captura do 
Ca 2+ nas celulas com diferentes quan- 
tidades de complexos peptideo-MHC 
marcados com fluoroforo na interface 
entre as celulas T e as celulas apresen¬ 
tadoras de antigenos. Os resultados 
na ausencia dos anticorpos bloque- 
adores do CD4 estao apresentados 
na linha vermelha, os resultados na 
presenga dos anticorpos bloqueado- 
res do CD4 estao apresentados na 
linha azul. 
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acetil-CoA Pequena molecula carreadora ativada soluvel em 
agua. Consiste em um grupo acetila ligado a coenzima A (CoA) por 
uma ligagao tioester facilmente hidrolisavel. (Figura 2-38) 

acido Um doador de protons. Substancia que libera protons (H + ) 
quando dissolvida em agua, formando ions hidronio (H 3 0 + ) e bai- 
xando o pH. (Painel 2-2, p. 92-93) 

acido desoxirribonucleico (DNA) Polinucleotfdeo formado por 
unidades de desoxirribonucleotideos ligadas covalentemente. Serve 
como armazenador de informagoes hereditarias dentro de uma 
celula e como carreador dessas informagoes de uma geragao para a 
outra. (Figura 4-3 e Painel 2-6, p. 100-101) 

acoplamento quimiosmotico (quimiosmose) Mecanismo no 
qual um gradiente eletroquimico de protons atraves da membrana 
(composto por um gradiente de pH e potencial de membrana) e 
utilizado para estimular um processo que requer energia, como a 
produgao de ATP ou a rotagao dos flagelos de bacterias. 
adaptagao (1) Adaptagao (dessensibilizagao): ajuste da sensibili- 
dade em consequencia de estimulos repetidos. 0 mecanismo que 
permite que uma celula reaja a pequenas variagoes de um estimulo 
mesmo com um nivel elevado de estimulagao do ambiente. (2) 
Adaptagao evolutiva: um trago evoluido. 

adenililciclase (adenilato ciclase) Enzima ligada a membrana 
que catalisa a formagao de AMP cfclico a partir de ATP. E um com- 
ponente importante de algumas vias de sinalizagao intracelulares. 

adesinas Proteinas especificas ou complexos proteicos de bac¬ 
terias patogenicas que reconhecem e se ligam a moleculas da 
superficie celular das celulas hospedeiras para possibilitar jungoes 
aderentes e a colonizagao de tecidos. 

ADP (adenosina 5'-difosfato) Nucleotideo produzido pela 
hidrolise do fosfato terminal do ATP. Ele regenera ATP quando fos- 
forilado por um processo gerador de energia, como a fosforilagao 
oxidativa. (Figura 2-33) 

Agrina Proteina de sinalizagao liberada pelo cone de crescimento 
do axonio durante a formagao de sinapses entre o axonio e uma 
celula muscular. 

AIRE (regulador autoimune) Uma proteina produzida por uma 
subpopulagao de celulas epiteliais no timo que estimula a produgao 
de pequenas quantidades de proteinas caracterfsticas de outros or- 
gaos, expondo os timocitos em desenvolvimento a essas proteinas 
para promover autotolerancia. 

Akt Proteina serina/treonina-cinase que atua na via de sinalizagao 
intracelular PI-3-cinase/Akt, envolvida especialmente na sinalizagao 
para o crescimento e a sobrevivencia celulares. Tambem chamada 
de protefna-cinase B (PKB). 

alelo Uma das varias formas alternativas de um gene. Em uma 
celula diploide, cada gene tera dois alelos ocupando a mesma posi- 
gao (locus) em cromossomos homologos. 

alfa-helice (a-helice) Padrao de enovelamento comum em 
proteinas, no qual uma sequencia linear de aminoacidos se enovela 
em uma helice voltada para a direita estabilizada por ligagoes de 
hidrogenio internas entre os atomos da cadeia principal da helice. 
(Figura 3-7) 

alosteria Mudanga na conformagao de uma proteina causada 
pela ligagao de um ligante regulador (em um sitio diferente do sitio 
catalitico) ou por modificagao covalente. A mudanga na conforma¬ 


gao altera a atividade da proteina e pode formar as bases do movi- 
mento dirigido. (Figuras 3-57 e 16-29) 

amido Polissacahdeo composto exclusivamente por unidades de 
glicose, usado como um estoque de energia nas celulas vegetais. 
(Figura 2-51) 

aminoacido Molecula organica que contem tanto um grupo 
amino quanto um grupo carboxila. Os aminoacidos que servem 
como unidades de construgao de proteinas sao aminoacidos alfa, 
tendo o grupo amino e o grupo carboxila ligados ao mesmo atomo 
de carbono. (NH 2 CHRCOOH, Painel 3-1, p. 112-113) 

aminoacil-tRNA-sintase Enzima que liga o aminoacido correto a 
uma molecula de tRNA para formar um aminoacil-tRNA. (Figura 6-54) 

AMP ciclico (cAMP) Nucleotideo gerado a partir do ATP pela ade¬ 
nililciclase em resposta a varios sinais extracelulares. 0 cAMP atua 
como uma pequena molecula de sinalizagao intracelular, principal- 
mente pela ativagao da proteina-cinase dependente de cAMP (PKA). 
Ele e hidrolisado a AMP por uma fosfodiesterase. (Figura 15-25) 
anafase (1) Estagio da mitose durante o qual as cromatides-irmas 
separam-se e distanciam-se uma da outra. (2) Anafase I e II: esta- 
gios da meiose durante os quais os pares de cromossomos homo¬ 
logos separam-se (I), e, entao, as cromatides-irmas se separam (II). 
(Painel 17-1, p. 980-981) 

anafase A Etapa da mitose em que a segregagao dos cromos¬ 
somos ocorre e os cromossomos se deslocam em diregao aos dois 
polos do fuso. 

anafase B Etapa da mitose em que a segregagao dos cromosso¬ 
mos ocorre mediante separagao dos fusos do polo. 

analise de epistasia Analise com o intuito de descobrir a ordem 
de agao dos genes mediante investigagao para saber se uma mu- 
tagao em um gene pode mascarar o efeito de uma mutagao em 
outro gene quando ambas as mutagoes estao presentes no mesmo 
organismo ou celula. 

ancora de glicosilfosfatidilinositol (ancora GPI) Tipo de liga¬ 
gao lipidica pela qual algumas proteinas de membrana sao ligadas 
a membrana. A proteina e unida, via oligossacahdeo, a ancora de 
fosfatidilinositol a medida que se move ao longo do reticulo endo- 
plasmatico. (Figura 12-52) 

anel contratil Anel que contem actina e miosina e que se 
forma sob a superficie das celulas animais que estao passando 
por divisao celular. Contrai-se par a separar as duas celulas-filhas. 
(Figura 17-42) 

anfifilico Que possui tanto regioes hidrofilicas quanto hidrofobi- 
cas, como um fosfolipfdeo ou uma molecula de detergente. 

angiogenese Crescimento de novos vasos sanguineos por brota- 
mento a partir de vasos ja existentes. 

anotagao do genoma Processo de identificagao de todos os ge¬ 
nes (codificadores de proteinas e nao codificadores) de um genoma 
e de atribuigao de suas fungoes. 

anti-lAP Produzida em resposta a varios estimulos apoptoticos e, 
mediante a ligagao a lAPs e impedimento de sua ligagao a caspa- 
ses, neutraliza a inibigao da apoptose mediada por lAPs. 

antibiotico Substancia toxica para os microrganismos, como 
penicilina ou estreptomicina. Em geral, um produto natural de uma 
planta ou microrganismo especifico. 
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anticodon Sequencia de tres nucleotideos em uma molecula de 
RNA transportador (tRNA) que e complementar ao codon de tres 
nucleotideos em uma molecula de RNA mensageiro (mRNA). 

anticorpo Proteina secretada pelas celulas B ativadas em res- 
posta a patogenos ou outras moleculas estranhas ao organismo. 
Liga-se com alta afinidade ao patogeno ou a molecula estranha, 
inativando-os ou marcando-os para a degradagao por fagocitose 
ou lise induzida pelo sistema complemento. (Figura 24-23) 

anticorpo monoclonal Anticorpo secretado por uma linhagem 
celular de hibridoma. Como o hibridoma e gerado pela fusao de 
uma unica celula B com uma celula cancerosa, todas as moleculas 
de anticorpo que ele produz sao identicas. (p. 444) 

antigeno Uma molecula que pode induzir uma resposta imune 
adaptativa ou que pode se ligar a urn anticorpo ou receptor de 
celula T. 

antiparalela Descreve a orientagao relativa das duas fitas em 
uma dupla-helice de DNA ou em duas regioes pareadas de uma ca- 
deia polipeptfdica; a polaridade de uma fita e oposta a polaridade 
da outra. 

antiporte Proteina carreadora que transporta dois ions diferentes 
ou pequenas moleculas atraves de uma membrana em diregoes 
opostas, simultaneamente ou em sequencia. (Figura 11-8) 

Apafl Proteina adaptadora da via intrinseca de apoptose; apos 
a ligagao do citocromo c, forma oligomeros que compoem urn 
apoptossomo. 

aparelho de Golgi (complexo de Golgi) Organela complexa nas 
celulas eucarioticas, organizada em torno de urn conjunto de vesicu- 
las achatadas delimitadas por membrana e empilhadas umas sobre 
as outras; local onde proteinas e lipideos oriundos do reticulo en- 
doplasmatico sao modificados e distribuidos. E o local de sintese de 
muitos polissacarideos da parede celular nas plantas e de glicosami- 
noglicanos da matriz extracelular nas celulas animais. (Figura 13-26) 

apical Referente a extremidade de uma celula, estrutura ou or- 
gao. A superficie apical de uma celula epitelial e a superficie livre 
exposta, oposta a superficie basal. A superficie basal repousa sobre 
a lamina basal, que separa o epitelio dos outros tecidos. 

apoptose Forma de morte celular programada, na qual urn 
"suicidio" programado e ativado na celula animal, levando a uma 
rapida morte celular mediada por enzimas proteoliticas chamadas 
de caspases. 

apoptossomo Heptameros de proteinas Apafl que se formam 
apos a ativagao da via intrinseca de apoptose; recruta e ativa caspa¬ 
ses ativadoras que irao ativar caspases subsequentes da via para a 
indugao da apoptose. 

apresentagao cruzada Processo em que as proteinas extra- 
celulares sao absorvidas pelas celulas dendrfticas especializadas 
e podem dar origem a peptfdeos que serao apresentados pelas 
proteinas MHC de classe I as celulas T citotoxicas. 

aquaporina (canal de agua) Proteina de canal embebida na 
membrana plasmatica que aumenta significativamente a permeabi- 
lidade da celula a agua; permite o transpose de agua, mas nao de 
ions, em alta velocidade atraves da membrana. 

arqueia (arqueobacteria) Organismo unicelular sem nucleo, 
superficialmente similar a bacteria. Em nfvel molecular, e mais 
proximo dos eucariotos em sua estrutura genetica do que das 
bacterias. As arqueias e as bacterias juntas compoem o grupo dos 
procariotos. (Figura 1-17) 

arrestina Membro de uma famflia de proteinas que contribuem 
para a dessensibilizagao a GPCR evitando que urn receptor ativado 
interaja com as proteinas G e atuando como urn adaptador entre o 
receptor e a endocitose dependente de clatrina. (Figura 15-42) 

ATM (proteina de ataxia-telangiectasia mutada) Proteina-ci- 
nase ativada por quebras no DNA de fita dupla. Se as quebras nao 


forem reparadas, a ATM inicia uma cascata de sinais que culmina 
na interrupgao do ciclo celular. Relacionada a ATR. 

ATP (adenosina 5'-trifosfato) Nucleosideo trifosfatado compos- 
to por adenina, ribose e tres grupos fosfato. 0 principal transpor¬ 
tador de energia qumnica nas celulas. Os grupos fosfato terminals 
sao altamente reativos, de forma que sua hidrolise ou transference 
para outra molecula ocorre com liberagao de grande quantidade de 
energia livre. (Figura 2-33) 

ATP sintase (F.,F 0 ATPase) Complexo enzimatico localizado na 
membrana interna de mitocondrias e na membrana tilacoide de 
cloroplastos. Catalisa a formagao de ATP a partir de ADP e fosfato 
inorganico durante a fosforilagao oxidativa e a fotossintese res- 
pectivamente. Tambem esta presente na membrana plasmatica de 
bacterias. 

ATR (ataxia-telangiectasia e proteina relacionada a 
Rad3) Proteina-cinase ativada por dano ao DNA. Se o dano per- 
manece nao reparado, a ATR ajuda a iniciar uma cascata de sinal 
que culmina na interrupgao do ciclo celular. Relacionada a ATM. 

atragao de van der Waals Tipo de ligagao nao covalente 
(individualmente fraca) que se forma muito proxima entre atomos 
apolares. (Tabela 2-1, p. 45, e Painel 2-3, p. 94-95) 

atragao eletrostatica Ligagao ionica nao covalente entre duas 
moleculas com grupos de carga oposta. (Painel 2-3, p. 94-95) 

autofagia Digestao de organelas citoplasmaticas mais antigas 
realizada pelos lisossomos da propria celula. 

autofagossomo Organela delimitada por uma membrana dupla 
e que contem material citoplasmatico nos estagios iniciais de auto¬ 
fagia. 

auxina Hormonio vegetal, comumente acido 3-indolacetico, com 
diversos papeis no crescimento e desenvolvimento vegetal. 

axonema Feixe de microtubulos e proteinas associadas que for¬ 
mam o cerne de urn alio ou urn flagelo nas celulas eucarioticas, 
responsavel pelos seus movimentos. 

axonio Longa projegao da celula nervosa, capaz de conduzir 
rapidamente os impulsos nervosos por longas distances de modo a 
transmitir sinais para outras celulas. 

bacteria (eubacteria) Membro do donmnio Bacteria, urn dos tres 
principals ramos da arvore da vida ( Archaea , Bacteria e eucariotos). 
As bacterias e arqueias nao possuem urn compartimento nuclear 
distinto e, juntas, compoem os procariotos. (Figura 1-17) 

bacteriorrodopsina Proteina pigmentada encontrada na 
membrana plasmatica de uma bacteria halofilica, Halobacterium 
salinarium (Halobacterium halobium). Essa proteina bombeia pro¬ 
tons para fora da celula em resposta a luz. 

bainha de mielina Camada isolante de membrana celular espe- 
cializada enrolada ao redor dos axonios de vertebrados. Produzida 
pelos oligodendrocitos, no sistema nervoso central, e pelas celulas 
de Schwann, no sistema nervoso periferico. (Figura 11-33) 

Bak Urn dos principals efetores da familia de proteinas Bcl2 da 
via intrinseca de apoptose nas celulas de mamfferos, ligada a mem¬ 
brana externa das mitocondrias mesmo na ausencia de sinais de 
apoptose; ativada geralmente por uma proteina BH3-apenas pro- 
-apoptose ativada. 

balsa lipidica Pequena regiao de uma membrana, enriquecida 
em esfingolipideos e colesterol. (Figura 10-13) 

basal Situado proximo a base. Oposto a superficie apical. 

base (1) Uma substancia que pode reduzir o numero de protons 
em solugao, tanto por aceitar diretamente ions H + quanto por 
liberar ions OH', os quais se combinam a H + e formam H 2 0. (2) 

As purinas e as pirimidinas do DNA e do RNA sao bases organicas 
nitrogenadas e com frequencia referidas simplesmente como bases. 
(Painel 2-2, p. 92-93) 
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Bax Um dos principals efetores da famflia de protefnas Bcl2 da via 
intrfnseca de apoptose nas celulas de mamfferos; localizada princi- 
palmente no citosol e transportada para a mitocondria apenas apos 
a sua ativagao, em geral mediada por proteinas pro-apoptose BH3- 
-apenas ativadas. 

Bcl2 Protefna da famflia Bcl2 antiapoptose presente na mem- 
brana mitocondrial externa que se liga e inibe proteinas da famflia 
Bcl2 pro-apoptose e impede a ativagao erronea da via intrfnseca de 
apoptose. 

BcIX l Proteina da famflia Bcl2 antiapoptose presente na mem- 
brana mitocondrial externa que se liga e inibe proteinas da famflia 
Bcl2 pro-apoptose e impede a ativagao erronea da via intrfnseca de 
apoptose. 

benigno Descreve um tumor com crescimento autolimitante e 
nao invasivo. 

beta-catenina (p-catenina) Protefna citoplasmatica multifuncio- 
nal envolvida na adesao celula-celula mediada por caderina, ligan- 
do caderinas ao citoesqueleto de actina. Tambem pode atuar inde- 
pendentemente, como uma protefna de regulagao de transcrigao. 
Desempenha um importante papel no desenvolvimento animal, 
como parte de uma via de sinalizagao Wnt. 

biblioteca de cDNA Conjunto de clones de moleculas de DNA 
que representam as copias de DNA complementares as moleculas 
de mRNA produzidas por uma celula. 

biblioteca de DNA Colegao de moleculas de DNA clonadas, 
representando o genoma inteiro (biblioteca genomica) ou copias 
de DNA complementar a partir do mRNA produzido por uma celula 
(biblioteca de cDNA). 

biblioteca genomica Conjunto de clones de moleculas de DNA 
que representam um genoma completo. 

bicamada lipfdica (bicamada fosfolipidica) Fina camada dupla 
de moleculas de fosfolipfdeos, formando a base estrutural de todas 
as membranas celulares. As duas camadas de moleculas de lipfdeos 
sao empacotadas com suas caudas hidrofobicas direcionadas para 
dentro e suas cabegas hidrofflicas para fora, expostas a agua. (Figu- 
ra 10-1 e Painel 2-5, p. 98-99) 

biologia quimica Nome dado a uma estrategia que utiliza a 
varredura em larga escala de centenas de milhares de pequenas 
moleculas em ensaios biologicos para identificar compostos que 
afetam um determinado processo biologico e que entao podem ser 
usados para estuda-lo. 

biorientagao A ligagao das cromatides-irmas a polos opostos 
do fuso mitotico, de modo que elas se movem para extremidades 
opostas da celula quando se separam na anafase. 

BiP Protefna chaperona presente no retfculo endoplasmatico, 
membro da famflia de proteinas chaperonas do tipo hsp70. 

bivalente Uma estrutura com quatro cromatides formada duran¬ 
te a meiose, consistindo em um cromossomo duplicado pareado 
com seu homologo. 

blastdmero Uma das muitas celulas formadas pela clivagem de 
um ovulo fertilizado. 

blastula Estagio inicial de um embriao animal, em geral consis¬ 
tindo em uma esfera oca de celulas epiteliais envolvendo uma cavi- 
dade preenchida por fluidos, antes do infcio da gastrulagao. 

bloco haplotipo Combinagao de alelos e marcadores de DNA 
que sao herdados em um grande bloco ligado, em um cromosso¬ 
mo de um par de cromossomos homologos, ao longo de diversas 
geragoes, sem sofrer alteragoes por recombinagao genica. 
bomba de Ca 2+ (bomba de calcio, Ca 2+ -ATPase) Protefna 
transportadora, presente na membrana do retfculo sarcoplasmatico 
das celulas musculares (e outros tipos celulares). Bombeia Ca 2+ do 
citoplasma para dentro do retfculo sarcoplasmatico, usando a ener- 
gia de hidrolise de ATP 


bomba de Na + -K + (ATPase Na -K + ) Protefna carreadora 
transmembrana, encontrada na membrana plasmatica da maio- 
ria das celulas animais, que bombeia Na + para fora e K + para 
dentro da celula, usando energia derivada da hidrolise do ATP. 
(Figura 11-15) 

bombas tipo P Classe de bombas dirigidas por ATP que 
compreendem protefnas transmembrana de passagem multipla 
relacionadas estrutural e funcionalmente, que fosforilam a si pro- 
prias durante o ciclo de bombeamento. Essa classe inclui diversas 
bombas de fons que sao responsaveis pelo estabelecimento e pela 
manutengao de gradientes de Na + , K + , H + e Ca 2+ atraves das 
membranas celulares. (Figura 11-12) 

bombas tipo V Maquinas proteicas semelhantes a turbinas 
construfdas a partir de multiplas subunidades diferentes que utili¬ 
za m a energia da hidrolise do ATP para dirigir o transpose atraves 
da membrana. A bomba de protons do tipo V transfere H + para 
dentro de organelas como os lisossomos para acidificar seu interior. 
(Figura 11-12) 

brassinosteroides Classe de moleculas esteroides de sinalizagao 
em plantas que regulam o crescimento e a diferenciagao das plan- 
tas ao longo do seu ciclo de vida pela ligagao a receptores cinase 
de superffcie celular, iniciando cascatas de sinalizagao. 

C3 Protefna complemento essencial que e ativada por componen- 
tes iniciais dos tres sistemas complemento (a via classica, a via da 
lectina e a via alternativa). (Figura 24-7) 

cadeia lateral A parte de um aminoacido que difere quanto aos 
tipos de aminoacidos. As cadeias laterais conferem a cada tipo de 
aminoacido suas propriedades qufmicas e ffsicas especfficas. (Painel 
3-1, p. 112-113) 

cadeia principal polipeptidica Sequencia repetida de atomos 
ao longo do centra de uma cadeia polipeptfdica. 

cadeia respiratoria (cadeia transportadora de eletrons) Ca¬ 
deia transportadora de eletrons presente na membrana mitocondrial 
interna que gera um gradiente eletroqufmico atraves da membrana 
utilizado para direcionar a sfntese de ATP. (Figuras 14-4 e 14-10) 

cadeia transportadora de eletrons Serie de reagoes nas quais 
moleculas carreadoras de eletrons transportam eletrons do nfvel de 
maior energia para nfveis sucessivos de menor energia. A energia 
liberada durante o movimento dos eletrons pode ser utilizada para 
suprir a energia necessaria a varios processos. A cadeia transpor¬ 
tadora de eletrons presente na membrana mitocondrial interna 
(chamada de cadeia respiratoria) e na membrana do tilacoide de 
cloroplastos gera um gradiente de protons atraves da membrana 
que e usado para dirigir a sfntese de ATP. Ver especialmente Figuras 

14- 18 e 14-52. 

caderina Membro da grande superfamflia de protefnas de ade¬ 
sao transmembrana. Medeia a adesao celula-celula dependente de 
Ca 2+ em tecidos animais. (Figura 19-3 e Tabela 19-1, p. 1037) 

caderinas classicas Famflia de protefnas caderina, incluindo ca¬ 
derina E, caderina N e caderina P, que tern sequences similares ao 
longo de seus domfnios extracelulares e intracelulares. 

caderinas nao classicas Grande famflia de caderinas que estao 
mais distantemente relacionadas na sequencia do que as caderinas 
classicas e incluem protefnas envolvidas na adesao (incluindo proto- 
caderinas, desmocolinas e desmoglefnas) e sinalizagao. 

calmodulina Protefna intracelular ligadora de Ca 2+ que sofre 
uma grande mudanga conformacional pela ligagao de Ca 2+ , per- 
mitindo que regule a atividade de muitas protefnas. Em sua forma 
ativada (ligada a Ca 2+ ), e chamada de Ca 2+ /calmodulina. (Figura 

15- 33) 

calnexina Protefna chaperona de ligagao a carboidratos na 
membrana do retfculo endoplasmatico (RE) que se liga a oligossa- 
carfdeos em protefnas de enovelamento incompleto e as mantem 
no retfculo endoplasmatico. 
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calreticulina Protema chaperona de ligagao a carboidratos no lu¬ 
men do reticulo endoplasmatico (RE) que se liga a oligossacandeos 
em proteinas de enovelamento incompleto e as mantem no reticu¬ 
lo endoplasmatico. 

CaM-cinase II Proteina-cinase multifuncional, dependente 
de Ca 2+ /calmodulina, que fosforila a si mesma e a varias outras 
proteinas-alvo quando ativada. Encontrada na maioria das celulas 
animais, e especialmente abundante nas sinapses no cerebro, es- 
tando envolvida em algumas formas de plasticidade sinaptica em 
vertebrados. (Figura 15-34) 

camada de carboidrato Zona rica em carboidratos na superficie 
das celulas eucarioticas, composta por glicoproteinas, glicolipideos 
e proteoglicanos da membrana plasmatica. 

camada germinativa Uma das tres camadas de tecido inicial (en- 
doderme, mesoderme e ectoderme) do embriao animal. (Figura 21-3) 

canais mecanossensiveis Canais de ions transmembrana que 
abrem em resposta ao estresse mecanico sobre a bicamada lipidica 
na qual eles estao embebidos. 

canal (canal de membrana) Complexo de proteinas transmem¬ 
brana que permite a difusao passiva de ions inorganicos ou outras 
moleculas pequenas atraves da bicamada lipidica. (Figura 11-3) 

canal de cation regulado por voltagem Tipo de canal ionico 
encontrado nas membranas de celulas excitaveis eletricamente 
(como celulas nervosas, endocrinas, do ovulo e musculares). Abre- 
-se em resposta a uma variagao no potencial de membrana que 
ultrapasse urn valor limite. 

canal de escape de K + Canal ionico que transporta K + presente 
na membrana plasmatica de celulas animais e que permanece aber- 
to mesmo em uma celula "em repouso". 

canal de K + ativado por Ca 2+ Canal que se abre em resposta 
ao aumento da concentragao de Ca 2+ nas celulas nervosas que 
ocorre em resposta a urn potencial de agao. 0 aumento da per- 
meabilidade dos ions K + dificulta a despolarizagao da membrana, 
aumentando o tempo de retardo entre os potenciais de agao e di- 
minuindo a resposta celular a estimulos constantes ou prolongados 
(adaptagao). 

canal de K + controlado por voltagem Canal ionico na mem¬ 
brana das celulas nervosas que se abre em resposta a despolariza¬ 
gao da membrana, permitindo o efluxo de K + e a rapida restaura- 
gao do potencial negativo da membrana. 

canal de K + de rapida inativagao Canal neuronal de K + con¬ 
trolado por voltagem, aberto quando a membrana e despolarizada, 
com uma sensibilidade especffica para voltagem e cinetica de 
inativagao que induz uma taxa reduzida de potencial de agao dis- 
parando em nfveis de estimulagao logo acima do limiar necessario, 
resultando, assim, em uma taxa de disparo proporcional a potencia 
do estimulo despolarizador. 

canal de K + tardio Canal neuronal de K + controlado por vol¬ 
tagem que se abre apos a despolarizagao da membrana durante 
a fase de recuperagao do potencial de agao devido a sua lenta 
ativagao cinetica em comparagao aos canais de Na + ; a sua abertura 
permite o efluxo de K + , induzindo o potencial de membrana de 
volta ao seu valor negativo original, tornando a celula pronta para 
a transmissao de urn segundo impulso. 

canal de liberagao de Ca 2+ controlado por IP 3 (receptor de 
IP 3 ) Canais de Ca 2+ na membrana do RE que se abrem com a 
ligagao de IP 3 na face citosolica, liberando no citosol o Ca 2+ arma- 
zenado. (Figura 15-29) 

canal de Na + controlado por voltagem Canal ionico na mem¬ 
brana das celulas nervosas e celulas musculares esqueleticas que se 
abre em resposta a urn estimulo que causa despolarizagao suficien- 
te, permitindo que Na + entre na celula para baixo do seu gradiente 
eletroqumnico. 


canal ionico Complexo proteico transmembrana que forma urn 
canal cheio de agua atraves da bicamada lipidica, pelo qual ions 
inorganicos especificos podem se difundir de acordo com seus gra- 
dientes eletroqumnicos. (Figura 11-22) 

canal ionico regulado por transmissor (receptor acoplado 
a canal ionico, receptor ionotropico) Canal ionico presente 
nas sinapses qumnicas nas membranas plasmaticas pos-sinapticas 
das celulas nervosas e musculares. Abre-se apenas em resposta a 
ligagao de urn neurotransmissor extracelular especifico. 0 influxo 
de ions resultante leva a geragao de urn sinal eletrico local na celula 
pos-sinaptica. (Figuras 11 -36 e 15-6) 

canal-rodopsina Protema fotossensivel que compoe urn canal 
cationico atraves da membrana que se abre em resposta a luz. 

cancer colorretal Cancer que se origina no epitelio que reveste o 
colon (o maior segmento do intestino) e o reto (o segmento termi¬ 
nal do aparelho digestivo). 

capsideo Envoltorio proteico de urn virus, formado pela autoas- 
sociagao de uma ou mais subunidades proteicas, gerando estrutu- 
ras geometricamente regulares. (Figura 3-27) 

carcinogenese 0 desenvolvimento do cancer. 

carcinogenos quimicos Compostos qumnicos que sao carci- 
nogenicos - pela sua capacidade de induzir mutagoes - quando 
oferecidos como alimento a animais em experimento ou aplicados 
repetidamente sobre a pele. 

carcinoma Cancer de celulas epiteliais. A forma de cancer mais 
comum em humanos. 

carga Componentes da membrana e moleculas soluveis que sao 
transportados em vesiculas de transpose. 

cariotipo Conjunto total de cromossomos de uma celula, organi- 
zado de acordo com o tamanho, a forma e o numero. 

carreador ativado Pequena molecula que se difunde nas celulas 
e armazena energia facilmente intercambiavel, na forma de uma 
ou mais ligagoes covalentes ricas em energia. Exemplos: ATP, acetil- 
-CoA, FADH 2 , NADH e NADPH. (Figura 2-31) 

cartilagem Forma de tecido conectivo composta por celulas 
(condrocitos) embebidas em uma matriz rica em colageno tipo II e 
em proteoglicano sulfato de condroitina. 

cascata de cinases Via de sinalizagao intracelular na qual uma 
proteinas-cinase, ativada por fosforilagao, fosforila a proxima 
proteinas-cinase na sequencia, e assim por diante, retransmitindo o 
sinal para a frente. 

cascata de Rab Recrutamento ordenado de proteinas Rab 
atuando de forma sequencial em dommios Rab nas membranas, 
que altera a identidade de uma organela e reajusta a dinamica da 
membrana. 

caspase Protease intracelular que esta envolvida na mediagao 
dos eventos intracelulares da apoptose. 

caspases executoras Caspases apoptoticas que catalisam even¬ 
tos de clivagem aleatoria durante a apoptose, induzindo a morte 
celular. 

caspases iniciadoras Caspases apoptoticas que iniciam o pro- 
cesso de apoptose, ativando as caspases de execugao. 

catalisador Substancia capaz de diminuir a energia de ativagao 
de uma reagao (aumentando a sua velocidade), sem ser consumida 
pela reagao. 

caveola Invaginagoes na superficie celular voltadas para o inte¬ 
rior da celula, formando vesiculas pinociticas. Imagina-se que se 
formem a partir de balsas lipidicas regioes da membrana ricas em 
lipfdeos especificos. 

caveolinas Fanmlia nao habitual de proteinas integrals de mem¬ 
brana que sao o principal componente estrutural das caveolas. 
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CD4 Protema correceptora nas celulas T auxiliares e celulas T re- 
guladoras que se liga a uma regiao nao variavel de proteinas MHC 
de classe II (nas celulas apresentadoras de antigenos) na regiao ex¬ 
terna ao sulco de ligagao de peptideos. (Figura 24-40) 

CD8 Protema correceptora nas celulas T citotoxicas que se liga a 
uma regiao nao variavel de proteinas MHC de classe I (nas celulas 
apresentadoras de antigenos e celulas-alvo infectadas) na regiao 
externa ao sulco de ligagao de peptideos. (Figura 24-40) 

Cdc20 Subunidade ativadora do complexo promotor da anafase 
(A PC/C). 

Cdc25 Proteina-fosfatase que desfosforila Cdks e aumenta sua 
atividade. 

Cdc42 Membro da famflia Rho de GTPases monomericas que 
regula o citoesqueleto de actina e microtubulos, a progressao do 
ciclo celular, a transcrigao genica e o transpose de membrana. 

Cdc6 Protema essencial na preparagao do DNA para replicagao. 
Com Cdtl, ela se liga ao complexo de reconhecimento de origem 
no DNA cromossomico e ajuda a carregar as proteinas Mem no 
complexo para formar o complexo pre-replicativo. 

Cdhl Subunidade ativadora do complexo promotor da anafase 
(A PC/C). 

Cdk-M (Cdk de fase M) Complexo ciclina-dependente, formado 
por uma M-ciclina e a cinase dependente de ciclina correspondente 
(Cdk), nas celulas dos vertebrados. (Figura 17-11 e Tabela 17-1, 
p. 969) 

Cdtl Protema essencial na preparagao do DNA para replicagao. 
Com Cdc 6 , ela se liga ao complexo de reconhecimento de origem 
nos cromossomos e ajuda a ligar as proteinas Mem ao complexo, 
formando o complexo pre-replicativo. 

celula amplificadora em transito Celula derivada de uma 
celula-tronco que se divide urn numero limitado de ciclos antes de 
finalmente se diferenciar. 

celula apresentadora de antigeno Celula que mostra em sua 
superficie antigenos estranhos complexados a uma protema MHC 
para apresentagao a linfocitos T. 

celula da glia Celula auxiliar nao neuronal do sistema nervoso. 
Inclui oligodendrocitos e astrocitos no sistema nervoso central de 
vertebrados e celulas de Schwann no sistema nervoso periferico. 

celula de memoria Em imunologia: urn linfocito T ou B gerado 
apos estimulo do antigeno que e mais facil e mais rapidamente 
induzido para se tornar uma celula efetora ou outra celula de me¬ 
moria em urn encontro posterior com o mesmo antigeno. (Figura 
24-17) 

celula de Schwann Celula da glia responsavel pela formagao 
da bainha de mielina no sistema nervoso periferico. Compare com 

oligodendrocito. (Figura 11-33) 

celula dendritica 0 tipo mais potente de celula apresentadora 
de antigeno, que capta o antigeno e o processa para sua apresen¬ 
tagao para as celulas T. E necessaria para a ativagao de celulas T 
virgens. (Figura 24-11) 

celula efetora Celula que desempenha a fungao ou resposta 
final de urn processo especifico. As principals celulas efetoras do 
sistema imune, por exemplo, sao os linfocitos e os fagocitos ativa- 
dos que ajudam a eliminar os patogenos. 

celula endocrina Celula animal especializada que secreta urn 
hormonio no sangue. Normalmente e parte de uma glandula, 
como a tireoide ou a hipofise. 

celula endotelial Tipo de celula achatada que forma uma cama- 
da (o endotelio) que, por sua vez, reveste internamente todos os 
vasos sangumeos e linfaticos. 

celula germinativa Celula da linhagem germinativa de urn 
organismo, incluindo os gametas haploides e suas respectivas 


celulas precursoras diploides. As celulas germinativas contribuem 
para a formagao de uma nova geragao de organismos e sao dis- 
tintas das celulas somaticas, que formam o corpo e nao deixam 
descendentes. 

celula matadora natural (celula NK) Celula citotoxica do sis¬ 
tema imune inato que pode matar celulas infectadas por virus e 
alguns tipos de celulas cancerosas. 

celula mieloide Qualquer globulo branco que nao seja urn linfo¬ 
cito. (Figura 22-31) 

celula progenitora de granulocitos e macrofagos (GM) Ce¬ 
lula progenitora comprometida da medula ossea que da origem a 
neutrofilos e a macrofagos. (Figura 22-31) 

celula somatica Qualquer celula de uma planta ou animal 
diferente das celulas da linhagem germinativa. Do grego, soma, 
"corpo". 

celula T auxiliar (T H ) Tipo de celula T que ajuda a ativar celulas 
B para que produzam anticorpos, celulas T citotoxicas para que 
se tornem celulas efetoras, e macrofagos para que degradem 
patogenos internalizados. Tambem pode ajudar a ativar celulas 
dendhticas. 

celula T auxiliar folicular (T FH ) Tipo de celula T localizada nos 
foliculos linfoides que secreta varias citocinas para estimular as 
celulas B a alterarem sua classe de anticorpos e passarem por hiper- 
mutagao somatica. 

celula T citotoxica (celula T c ) Tipo de celula T responsavel pela 
destruigao de celulas hospedeiras infectadas com urn virus ou outro 
tipo de patogeno intracelular. (Figura 24-42) 

celula T natural reguladora Uma celula T reguladora (celula T reg ) 
que se desenvolve no timo e ajuda a manter a autotolerancia. 

celula T reguladora induzida Uma celula T reguladora (celula 
T reg ) que se desenvolve a partir de uma celula T auxiliar virgem 
quando esta e ativada na presenga de TGFp e na ausencia de IL- 6 . 

celula T fh ver celula T auxiliar folicular 

celula T h 1 Tipo de celula T efetora que secreta interferon -7 para 
auxiliar a ativagao de macrofagos e indugao de celulas B para trocar 
a classe dos anticorpos que elas produzem. (Figura 24-44) 

celula T h 17 Tipo de celula T auxiliar efetora que secreta IL-17, 
que recruta neutrofilos e estimula uma resposta inflamatoria. (Figu¬ 
ra 24-44) 

celula T h 2 Tipo de celula T efetora que ajuda a ativar celulas B 
para produzir anticorpos, para sofrer hipermutagao somatica e tro¬ 
car a classe das imunoglobulinas produzidas. (Figura 24-44) 

celula-tronco Celula nao diferenciada que pode continuar a se 
dividir indefinidamente, gerando celulas-filhas que podem sofrer 
diferenciagao ou permanecer como celulas-tronco (no processo de 
autorrenovagao). (Figura 22-3) 

celula-tronco embrionaria (celula ES) Celula derivada da mas- 
sa celular interna dos estagios iniciais de embrioes de manmferos. 
Capaz de originar todas as celulas do organismo. Ela pode crescer 
em cultura, ser geneticamente modificada e inserida dentro de urn 
blastocisto para desenvolver urn animal transgenico. 

celula virgem Na imunologia: linfocito T ou B que prolifera e se 
diferencia em uma celula efetora ou celula de memoria quando en- 
contra seu antigeno estranho especifico pela primeira vez. (Figura 
24-17) 

celulas T reguladoras (T reg ) Tipo de celula T que reprime 0 de- 
senvolvimento, a ativagao ou a fungao de outras celulas imunes via 
citocinas secretadas ou proteinas inibidoras da superficie celular. 

celulas-tronco pluripotentes induzidas (iPS) Celulas que sao 
induzidas por expressao artificial de reguladores especificos da 
transcrigao para terem aparencia e comportamento semelhante a 
celulas-tronco embrionarias pluripotentes derivadas de embrioes. 
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celulas-tronco tumorais Celulas raras de tumores, capazes de 
se dividir indefinidamente. 

celulose Longas cadeias nao ramificadas de glicose; principal 
componente da parede celular vegetal. 

centriolo Disposigao cilfndrica e curta de microtubulos, muito 
semelhante estruturalmente ao corpo basal. Um par de centriolos 
em geral e encontrado no centra de um centrossomo em celulas 
animais. (Figura 16-48) 

centro de inativagao do X (XIC) Local em um cromossomo X no 
qual a inativagao e iniciada e se espalha para o exterior. 

centro de reagao fotoquimica A parte de um fotossistema que 
converte energia luminosa em energia qufmica na fotossfntese. 
(Figura 14-44) 

centro organizador de microtubulos (MTOC) Regiao em uma 
celula, como um centrossomo ou um corpo basal, da qual os mi¬ 
crotubulos se originam. 

centro sinalizador Grupo de celulas especializadas nos teci- 
dos em desenvolvimento que serve como uma fonte de sinais 
de desenvolvimento; por exemplo, a geragao de um gradiente 
morfogenico. 

centrdmero Regiao constrita do cromossomo durante a mitose 
que mantem as cromatides-irmas unidas. Local do DNA onde os ci- 
netocoros serao formados para a ligagao dos microtubulos do fuso 
mitotico. (Figura 4-43) 

centrossomo Organela de celulas animais, com localizagao cen¬ 
tral, que e o centro primario organizador de microtubulos (MTOC) 
e atua como polo do fuso durante a mitose. Na maioria das celulas 
animais, o centrossomo contem um par de centriolos. (Figuras 16- 
47 e 17-24) 

cerdas sensoriais Orgaos sensoriais minusculos presentes na 
maioria das superficies expostas de Drosophila, consistindo em um 
neuronio sensorial e celulas de suporte e que respondem a estfmu- 
los qufmicos e mecanicos. 

chaperona de histonas (fator de associagao de cromatina) 

Proteina que se liga as histonas livres, liberando-as quando incorpo- 
radas a cromatina recem-sintetizada. (Figura 4-27) 

chaperona molecular (chaperona) Proteina que auxilia a guiar 
o enovelamento apropriado de outras proteinas ou ajuda a evitar 
vias incorretas de enovelamento. Inclui as proteinas de choque 
termico (hsp). 

ciclina Proteina que tern sua concentragao periodicamente ele- 
vada ou reduzida de acordo com o ciclo celular em eucariotos. As 
ciclinas ativam protefnas-cinase essenciais (chamadas protefnas- 
-cinase dependentes de ciclina, ou Cdks) e, portanto, auxiliam 
no controle da progressao de um estagio do ciclo celular para o 
proximo. 

ciclina G 1 Ciclina presente na fase G 1 do ciclo celular eucariotico. 
Forma complexos com Cdks e ajuda a controlar a atividade das ci¬ 
clinas G/S, que comandam a progressao da fase S. 

ciclina G/S Ciclina que ativa Cdks no estagio final da fase G 1 no 
ciclo celular das celulas eucarioticas, ajudando a desencadear a pro¬ 
gressao da fase inicial, resultando no comprometimento da celula 
em entrar no ciclo celular. Esse estagio ocorre no infcio da fase S. 
(Figura 17-11) 

ciclo celular (ciclo de divisao celular) Ciclo reprodutivo de uma 
celula: a sequencia ordenada de eventos pelos quais uma celula du- 
plica seus cromossomos e, normalmente, seu conteudo, dividindo- 
-se em duas. (Figura 17-4) 

ciclo circadiano Processo cfclico interno que produz uma varia- 
gao especifica em uma celula ou um organismo, em um perfodo 
de aproximadamente 24 horas; por exemplo, o ciclo de sono-vigflia 
dos humanos. 


ciclo do acido citrico (ciclo do acido tricarboxilico [TCA] f ciclo 
de Krebs) Via metabolica central encontrada em organismos ae- 
robicos. Oxida grupos acetil derivados das moleculas de alimento, 
gerando os carreadores ativados NADH e FADH 2 , GTP e liberando 
C0 2 . Em celulas eucarioticas, o ciclo ocorre na mitocondria. (Painel 
2-9, p. 106-107) 

ciclossomo ver complexo promotor da anafase 

cilio Extensao em forma de fio de cabelo de uma celula eucario- 
tica, contendo um feixe central de microtubulos. Varias celulas 
contem um unico cilio nao envolvido na mobilidade, enquanto 
outras contem grandes numeros de alios que realizam movimentos 
repetidos, como batimentos. Compare com flagelo. 

cilio primario Cilio curto, unico, que nao e de movimento, des- 
provido de dinefna, que surge a partir de um centriolo e se projeta 
a partir da superficie de varios tipos de celulas. Algumas proteinas 
de sinalizagao estao concentradas no cilio primario. (Figura 15-38) 

cinase ativadora de Cdk (CAK) Protefna-cinase que fosforila 
Cdks em complexos ciclina-Cdk, ativando a Cdk. 

cinase de adesao focal (FAK) Tirosina-cinase citoplasmatica 
presente nas jungoes celula-matriz (adesao focal) em associagao as 
caudas citoplasmaticas de integrinas. 

cinase dependente de Ca 2+ /calmodulina (CaM-cinase) Proteina 
serina/treonina-cinase que e ativada por Ca 2+ /calmodulina. Indireta- 
mente faz a mediagao dos efeitos de um aumento no Ca 2+ citosolico 
pela fosforilagao de proteinas-alvo especfficas. (Figura 15-33) 

cinase dependente de ciclina (Cdk) Proteina-cinase que deve 
ser complexada a uma proteina ciclina para agir. Complexos dis- 
tintos de Cdk-ciclina ativam diferentes estagios do ciclo de divisao 
celular pela fosforilagao especifica de protefnas-alvo. (Figura 17-10) 

cinases receptoras com repetigoes ricas em leucina 
(LRR) Tipo comum de receptor serina-treonina-cinase de plantas 
que contem um arranjo de repetigoes ricas em leucina em sequen¬ 
cia na sua porgao extracelular. 

cinesina Membra de uma das duas principals classes de pro- 
teinas motoras que utilizam a energia da hidrolise do ATP para se 
deslocar ao longo de um microtubulo. (Figura 16-56) 

cinesina-1 Proteina motora associada a microtubulos que trans¬ 
porta carga dentro das celulas; tambem chamada de "cinesina 
convencional". 

cinetocoro Complexo proteico grande que conecta o centro¬ 
mere de um cromossomo a microtubulos do fuso mitotico. (Figura 
17-30) 

cinta deslizante Complexo proteico que segura a DNA-polime- 
rase sobre o DNA durante a replicagao do DNA. (Figura 5-17) 

cinturoes de adesao Jungoes aderentes no epitelio que formam 
uma faixa contfnua (zona aderente) logo abaixo da superficie apical 
de um epitelio, circundando cada uma das celulas que interagem 
entre si na camada epitelial. 

citocina Proteina ou peptfdeo de sinalizagao extracelular que 
atua como um mediador local na comunicagao celula-celula. 

citocina pro-inflamatoria Qualquer citocina que estimula uma 
resposta inflamatoria. 

citocinese Divisao do citoplasma das celulas animais ou vegetais 
em dois, diferente da divisao acoplada a divisao de seus nucleos 
(mitose). Parte da fase M. (Painel 17-1, p. 980-981) 

citocromo Proteina colorida, contendo o grupo heme, que trans- 
fere eletrons durante a respiragao celular e a fotossfntese. 

citocromo c Componente soluvel da cadeia transportadora de 
eletrons mitocondrial. Sua liberagao no citosol a partir do espago 
intermembrana mitocondrial tambem inicia a apoptose. (Figura 
14-26) 
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citocromo c redutase A segunda das tres bombas de protons 
controladas por eletrons na cadeia respiratoria. Aceita eletrons da 
ubiquinona e os transfere ao citocromo c. (Figura 14-18) 

citoesqueleto Sistema de filamentos proteicos no citoplasma de 
uma celula eucariotica que confere a forma celular e a capacidade 
de movimento direcionado. Seus componentes mais abundantes 
sao filamentos de actina, microtubulos e filamentos intermediaries. 

citoplasma Conteudo de uma celula contido em sua membrana 
plasmatica, mas, no caso das celulas eucarioticas, o que fica fora 
do nucleo. 

citosol Conteudo do compartimento principal do citoplasma, 
excluindo organelas delimitadas por membrana, como o retfculo 
endoplasmatico e a mitocondria. 

clatrina Proteina que se associa a uma esfera oca poliedrica na 
face citoplasmatica de uma membrana, de modo a formar uma 
fossa revestida por clatrina, que e liberada por endocitose, forman- 
do uma vesfcula intracelular revestida por clatrina. (Figura 13-6) 

clivagem (1) Divisao ffsica de uma celula em duas. (2) Tipo es- 
pecializado de divisao celular observado nos estagios iniciais do 
desenvolvimento de muitos embrioes, no qual uma grande celula 
e subdividida em varias celulas menores, sem ocorrer crescimento 
do embriao. 

clonagem de DNA (1) Ato de produzir varias copias identicas 
(geralmente bilhoes) de uma molecula de DNA - a amplificagao de 
uma determinada sequencia de DNA. (2) Alem disso, o isolamento 
de urn segmento especifico de DNA (com frequencia urn gene es- 
pecifico) a partir do restante do genoma de uma celula. 

clone de cDNA Clone que contem moleculas de fita dupla de 
cDNA derivadas de moleculas de mRNA que codificam proteinas 
presentes em uma celula. 

clorofila Pigmento verde que absorve a luz e desempenha uma 
parte central na fotossintese em bacterias, plantas e algas. 

cloroplasto Organela presente nas algas verdes e plantas que 
contem clorofila e realiza fotossintese. 

codigo genetico Conjunto de regras que especifica a correspon¬ 
dence entre trincas de nucleotideos (codons) no DNA ou RNA e os 
aminoacidos em proteinas. (Figura 6-48) 

codon Sequencia de tres nucleotideos em uma molecula de DNA 
ou mRNA que representa a instrugao para a incorporagao de urn 
aminoacido especifico em uma cadeia polipeptidica crescente. 

coenzima Pequena molecula, fortemente associada a uma enzi- 
ma, que participa na reagao catalisada por essa enzima, em geral 
pela formagao de uma ligagao covalente com o substrato. Exem- 
plos incluem biotina, NAD + e coenzima A. 

coesina, complexo de coesina Complexo de proteinas que 
mantem as cromatides-irmas unidas, ao longo de seu comprimen- 
to, antes de sua separagao. (Figura 17-19) 

colageno Proteina fibrosa rica em glicina e prolina que e o prin¬ 
cipal componente da matriz extracelular nos animais, conferindo 
forga tensora. Existe em muitas formas: o tipo I, mais comum, e 
encontrado na pele, nos tendoes e nos ossos; o tipo II e encontrado 
nas cartilagens; o tipo IV esta presente na lamina basal. (Figuras 
3-23 e 19-40) 

colageno associado a fibrilas Faz a mediagao das interagoes 
das fibrilas de colageno umas com as outras e com outras macro- 
moleculas da matriz para ajudar na determinagao da organizagao 
das fibrilas na matriz. Esse tipo de colageno (incluindo os tipos IX e 
XII) possui estrutura de tripla helice flexfvel e se liga a superficie das 
fibrilas, e nao forma agregados. 

colageno fibrilar Classe de colageno que forma fibrilas (incluin¬ 
do o colageno tipo I, o tipo mais comum e principal molecula de 


colageno da pele e dos ossos) e apresenta estruturas em forma de 
longas cordas com pouca ou nenhuma interrupgao e que se orga- 
niza em fibras de colageno. 

colageno tipo IV Componente essencial da lamina basal madura 
consistindo em tres longas cadeias de proteina torcidas em uma 
super-helice semelhante a uma corda com multiplas curvaturas. 
Moleculas separadas se montam em uma rede tipo feltro flexfvel 
que da a lamina basal resistencia a tragao. 

colesterol Molecula lipfdica abundante com uma estrutura ca- 
racterfstica de quatro aneis esteroides. Urn componente importante 
das membranas plasmaticas das celulas animais. (Figura 10-4) 

coloragao de Gram Tecnica para a classificagao de bacterias 
baseada nas diferengas entre a estrutura da parede celular bacteria- 
na e a sua superficie externa. 

coloragao negativa Tecnica na microscopia eletronica que per- 
mite a visualizagao dos detalhes finos de macromoleculas isoladas. 
As amostras sao preparadas de modo que urn filme muito fino de 
sais de metais pesados cubra tudo, menos os locais onde e exclufdo 
pela presenga das macromoleculas, o que permite que os eletrons 
atravessem, criando uma imagem negativa ou reversa da molecula. 

comensalismo Relagao ecologica entre microbios e seus hospe- 
deiros na qual o microbio se beneficia, mas tambem oferece bene- 
ffeios ao hospedeiro e nao o prejudica. 

complementar (1) Duas sequences de acidos nucleicos sao consi- 
deraclas complementares se puderem formar uma dupla helice com as 
bases perfeitamente pareadas. (Figura 4-4) (2) Outras moleculas que 
interagem, como uma enzima e seu substrato, sao complementares 
se possufrem caracterfsticas bioqufmicas ou estruturais que se combi- 
nem, de modo que a ligagao nao covalente e facilitada. (Figura 2-3) 

complexo antena Parte de urn fotossistema que captura energia 
luminosa e a canaliza para urn centra de reagao fotoqufmica. Con- 
siste em urn complexo de proteinas que ligam urn grande numero 
de moleculas de clorofila e outras pigmentos. 

complexo Antennapedia Urn dos dois grandes conjuntos de 
genes de Drosophila que contem os genes Hox ; os genes do com¬ 
plexo Antennapedia controlam a diferenciagao entre os segmentos 
toracicos e apicais do corpo. 

complexo ARP (proteina relacionada a actina) (complexo Arp 

2/3) Complexo de proteinas responsaveis pelo evento de nuclea- 
gao no crescimento dos filamentos de actina a partir da extremida- 
de menos (-). 

complexo Bithorax Urn dos dois conjuntos de genes de Droso¬ 
phila que contem os genes Hox ; os genes do complexo Bithorax 
controlam a diferenciagao entre os segmentos abdominais e toraci¬ 
cos do corpo. 

complexo ciclina-Cdk Complexos de proteinas formados perio- 
dicamente durante o ciclo celular de eucariotos, conforme aumenta 
do nfvel de ciclina. Uma cinase dependente de ciclina (Cdk) entao 
se torna parcialmente ativada. (Figuras 17-10 e 17-11, e Tabela 
17-1, p. 969) 

complexo da citocromo c oxidase A terceira das tres bombas 
de protons controladas por eletrons na cadeia respiratoria. Aceita 
eletrons do citocromo c e gera agua utilizando o oxigenio molecu¬ 
lar como urn aceptor de eletrons. (Figura 14-18) 

complexo da NADH-desidrogenase Primeira das tres bombas 
de protons dirigidas por eletrons na cadeia respiratoria mitocon- 
drial, tambem conhecida como Complexo I. Aceita eletrons do 
NADH e os passa para uma quinona. (Figura 14-18) 

complexo do poro nuclear (NPC) Grande estrutura multipro- 
teica formando urn canal (o poro nuclear) no envelope nuclear, 
permitindo o movimento de moleculas selecionadas entre o nucleo 
e o citoplasma. (Figura 12-8) 
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complexo de reconhecimento de origem (ORC) Grande com¬ 
plexes proteico ligado ao DNA na origem de replicagao nos cromos- 
somos eucarioticos durante o ciclo celular. (Figura 5-31) 

complexo de sinalizagao indutor de morte celular (DISC) 

Complexo de ativagao em que caspases ativadoras interagem e sao 
ativadas apos a ligagao de ligantes extracelulares aos receptores 
de morte na superficie celular na via de sinalizagao extrinseca de 
apoptose. 

complexo do anel da tubulina 7 ( 7 -TuRC) Complexo proteico 
que contem 7 -tubulina e outras proteinas que sao nucleadores efi- 
cazes dos microtubulos e que protegem suas extremidades menos 
(-)■ 

complexo Hox Conjunto de genes composto por uma serie de 
genes Hox. 

complexo MHC (complexo de histocompatibilidade principal) 

Grupo de genes em urn cromossomo de vertebrados (cromossomo 
6 em humanos) que codificam urn conjunto de glicoproteinas da 
superficie celular bastante polimorficas (proteinas MHC). (Figura 
24-37) 

complexo OXA Translocador proteico na membrana mitocon- 
drial interna que faz a mediagao da insergao de proteinas da mem¬ 
brana interna. 

complexo pre-replicativo (pre-RC) Complexo multiproteico 
montado na origem de replicagao durante 0 final da mitose e 0 
infeio da fase G., do ciclo celular; urn pre-requisito para permitir a 
montagem do complexo de pre-iniciagao e 0 infeio da replicagao 
subsequente do DNA. (Figuras 17-17 e 17-18) 
complexo promotor da anafase (APC/C; ciclossomo) Ubiquiti- 
na-ligase que catalisa a ubiquitinagao e destruigao de securina e M 
e S-ciclinas, iniciando a separagao das cromatides-irmas na transi- 
gao da metafase para a anafase durante a mitose. 

complexo SAM Translocador proteico que ajuda as proteinas de 
barril p a dobrar de forma apropriada na membrana mitocondrial 
externa. 

complexo Sec61 Centro de tres subunidades do translocador 
proteico que transfere cadeias polipeptfdicas atraves da membrana 
do reticulo endoplasmatico. 

complexo sinaptonemico Estrutura que mantem os cromos- 
somos homologos emparelhados unidos durante a profase I da 
meiose e promove as ultimas etapas do entrecruzamento genetico. 
(Figuras 17-55 e 17-56) 

complexo TOM Complexo proteico com varias subunidades que 
transporta proteinas atraves da membrana mitocondrial externa. 
(Figura 12-21) 

complexos de proteinas ESCRT Quatro complexos proteicos 
(ESCRT-0, ESCRT-1, ESCRT-2 e ESCRT-3) que atuam em sequencia 
para mediar 0 transpose de proteinas de membrana monoubiqui- 
tinadas de membranas de endossomos para vesiculas intraluminais. 
0 complexo ESCRT-3 catalisa a reagao de remogao das proteinas 
das membranas. 

complexos TIM Translocadores proteicos presentes na membra¬ 
na mitocondrial interna. 0 complexo TIM23 medeia 0 transpose de 
proteinas para dentro da matriz e a insergao de algumas proteinas 
dentro da membrana interna; 0 complexo TIM22 medeia a insergao 
de urn subgrupo de proteinas dentro da membrana interna. (Figura 
12 - 21 ) 

condensina (complexo de condensina) Complexo de proteinas 
envolvidas na condensagao dos cromossomos antes da mitose. 

Alvo para a M-Cdk. (Figura 17-22) 

condutoras Mutagoes que sao os fatores causais do desenvolvi- 
mento do cancer. 

cone de crescimento Porgao movel migratoria de urn axonio ou 
dendrito em crescimento. (Figura 21-72) 


conexina Componente proteico de jungoes tipo fenda, uma 
protefna de quatro passagens pela membrana. Seis conexinas se 
unem na membrana plasmatica para formar urn conexon, ou "he- 
micanal". (Figura 19-25) 

conexon Poro cheio de agua, localizado na membrana plasma¬ 
tica, formado por urn anel de seis subunidades proteicas. E parte 
de uma jungao do tipo fenda: conexons de duas celulas adjacentes 
unem-se formando urn canal continuo pelo qual ions e pequenas 
moleculas podem passar. (Figura 19-25) 

conformagao A estrutura enovelada, tridimensional, de uma 
cadeia polipeptfdica. 

constante de equilibrio ( K) Taxa das constantes de reagao direta 
e reversa de uma mesma reagao. Igual a constante de associagao ou 
de afinidade (K a ) para uma reagao simples de ligagao (A + B ^ AB). 

controle da atividade proteica Ativagao, inativagao, degra- 
dagao ou compartimentalizagao seletiva de proteinas especificas 
depois de serem produzidas. Urn dos meios pelos quais uma celula 
controla quais proteinas sao ativas em urn determinado momento 
ou local na celula. 

controle da degradagao do mRNA Regulagao da expressao ge- 
nica pela celula por meio da preservagao ou destruigao seletivas de 
certas moleculas de mRNA no citoplasma. 

controle da tradugao Regulagao da expressao genica pela celula 
por meio da selegao de quais mRNAs no citoplasma serao traduzi- 
dos pelos ribossomos. 

controle do processamento de RNA Regulagao da expressao 
genica por uma celula, pelo controle do processamento dos trans- 
critos de RNA, que inclui seu splicing. 

controle pos-transcricional Qualquer controle da expressao ge¬ 
nica exercido apos a transcrigao do gene ter iniciado. (Figura 7-54) 

controle transcricional Regulagao da expressao genica por uma 
celula controlando quando e quantas vezes determinado gene e 
transcrito. 

conversao genica Processo pelo qual a informagao de uma 
sequencia de DNA pode ser transferida de uma helice de DNA (que 
permanece inalterada) para outra helice de DNA, cuja sequencia e 
alterada. Frequentemente e acompanhada por eventos de recombi- 
nagao. (Figura 5-59) 

corpo mediano Estrutura formada no final da clivagem que 
pode persistir por algum tempo como uma ponte entre as duas 
celulas-filhas em animais. (Figura 17-43) 

corpos multivesiculares Intermediaries no processo de matura- 
gao dos endossomos; endossomos primarios que estao a caminho 
de se tornarem endossomos tardios. 

corregao cinetica Princfpio para aumentar a especificidade da 
catalise. Na sintese de DNA, RNA e proteinas, refere-se a urn atraso 
no tempo que inicia com uma etapa irreversfvel (como hidrolise de 
ATP ou GTP) e durante 0 qual 0 pareamento de bases incorreto tern 
mais probabilidade de dissociar do que os pares corretos. 

correceptor Em imunologia: urn receptor acessorio nas celulas 
B e T que nao se liga ao antigeno, mas a urn sinal coestimulante 
que ajuda a ativar 0 linfocito pela ativagao de vias de sinalizagao 
intracelular. 

cortex A rede de citoesqueleto na regiao cortical do citosol, adja- 
cente a membrana plasmatica. 

cortex celular Camada especializada do citoplasma na face interna 
da membrana plasmatica. Nas celulas animais, essa e uma camada 
rica em actina, responsavel pelos movimentos da superficie celular. 

cortex cerebral Camada mais externa dos hemisferios do cere- 
bro; a estrutura mais complexa do corpo humano. 

cotraducional Ocorre a medida que a tradugao ocorre. Exemplos 
incluem a importagao de uma proteina para 0 reticulo endoplasma- 
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tico antes que a cadeia polipeptfdica esteja completamente sinteti- 
zada (translocagao cotraducional, Figura 12-32) e o enovelamento 
de uma proteina nascente em sua estrutura secundaria e terciaria a 
medida que emerge de um ribossomo. (Figura 6-79) 

criptocromo Flavoprotefna dos vegetais sensfvel a luz azul. 

Sua estrutura e semelhante a das enzimas sensfveis a luz azul, 
chamadas fotoliases (envolvidas no reparo do DNA contra danos 
induzidos pela radiagao ultravioleta), mas nao participam do reparo 
do DNA. Tambem encontradas nos animais, onde tern importante 
papel no ritmo circadiano. 

CRISPR Um mecanismo de defesa em bacterias que utiliza pe- 
quenas moleculas de RNA nao codificador (crRNAs) para detectar 
e destruir genomas virais invasores mediante pareamento de bases 
complementares e digestao induzida por nucleases de marcagao. 

crista Invaginagao especializada da membrana mitocondrial interna. 

crista neural Conjunto de celulas localizadas ao longo de uma 
linha de onde o tubo neural se diferencia a partir da epiderme adja- 
cente no embriao dos vertebrados. As celulas da crista se deslocam 
para originar uma variedade de tecidos, incluindo neuronios e glia 
no sistema nervoso periferico, celulas de pigmento na pele, ossos 
da face e mandfbula. (Figura 19-8) 

cristalografia por raios X Tecnica para a determinagao do 
arranjo tridimensional de atomos em uma molecula, com base no 
padrao de difragao de raios X passando atraves de um cristal dessa 
molecula. (Figura 8-21) 

cromatides-irmas Par de cromossomos fortemente ligados que 
surge a partir da duplicagao dos cromossomos durante a fase S. 

Eles se separam durante a fase M e segregam para as celulas-filhas 
diferentes. (Figura 17-21) 

cromatina Complexo de DNA, histonas e outras proteinas nao 
histonas, encontrado no nucleo de uma celula eucariotica. E o ma¬ 
terial do qual sao feitos os cromossomos. 

cromatografia em colunas Tecnica de separagao de uma mis- 
tura de substancias em solugao mediante sua passagem por uma 
coluna contendo uma matriz porosa solida. As substancias sao 
retardadas em diferentes graus pela sua interagao com a matriz e 
podem ser coletadas individualmente. Dependendo da matriz, a 
separagao pode ser feita por carga, hidrofobicidade, tamanho ou 
capacidade de ligagao a outras moleculas. 

cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) Tipo de 
cromatografia que utiliza colunas empacotadas com minusculas 
contas de matriz; a solugao a ser separada e passada atraves da 
coluna sob alta pressao. 

cromossomo Estrutura composta por uma molecula de DNA 
muito longa e proteinas associadas, contendo toda ou parte da 
informagao genetica de um organismo. E especialmente visfvel em 
celulas de plantas e animais durante a meiose ou a mitose, quando 
cada cromossomo e condensado, formando uma estrutura seme¬ 
lhante a um carretel, compacta e visfvel sob microscopio optico. 

cromossomo artificial bacteriano (BAC) Vetor de clonagem 
que pode acomodar grandes fragmentos de DNA, em geral de ate 
1 milhao de pares de base. 

cromossomo mitotico Cromossomos duplicados altamente 
condensados, como observado na mitose, consistindo em duas 
cromatides-irmas mantidas unidas no centromero. 

cromossomo plumoso Cromossomo enorme pareado na pre- 
paragao para meiose, encontrado em ovos de anffbios imaturos; 
consiste em grandes algas de cromatina que se estendem para fora 
a partir de um eixo central linear. (Figura 4-47) 

cromossomo politenico Cromossomo gigante no qual o DNA 
sofreu replicagoes repetidas e as varias copias permaneceram uni¬ 
das em um alinhamento preciso. (Figuras 4-50 e 4-51) 


cromossomos homologos Copia materna e paterna de um cro¬ 
mossomo especffico em uma celula diploide. 

crRNAs Pequenos RNAs nao codificadores (cerca de 30 nucleotf- 
deos) efetores da imunidade mediada por CRISPR em bacterias. 

Cubitus interruptus (Ci) Regulador da transcrigao latente que 
medeia os efeitos da proteina Hedgehog. 

decaimento do mRNA mediado por ausencia de sentido 

Mecanismo para a degradagao de mRNA aberrante que contenha 
codons de parada em fase de leitura antes que possa ser traduzido 
em uma proteina. (Figura 6-76) 

defensina Peptfdeo antimicrobiano de carga positiva e anfipatico 
- secretado pelas celulas epiteliais - que se liga e rompe a membra¬ 
na de diversos patogenos. 

Delta Proteina de sinalizagao transmembrana de passagem unica, 
presente na superffcie celular das celulas e que se liga a proteina 
receptora Notch de uma celula adjacente, ativando o mecanismo 
de sinalizagao dependente de contato. 

AG Variagao na energia livre durante uma reagao: a energia livre 
das moleculas do produto menos a energia livre das moleculas dos 
reagentes. Um alto valor de AG negativo indica que a reagao tern 
uma forte tendencia a ocorrer. (Painel 2-7, p. 102-103) 

dendrito Extensao de uma celula nervosa, muitas vezes ramifi- 
cada de forma elaborada, recebendo estfmulos vindos de outras 
celulas nervosas. 

dependencia de ancoragem Dependence de crescimento, pro- 
liferagao e sobrevivencia celular na ancoragem a um substrato. 

depressao de longo prazo (LTD) Diminuigao a longo prazo 
(horas ou mais) na sensibilidade de certas sinapses no cerebro de- 
sencadeadas pela ativagao do receptor de NMDA. Ao contrario do 
processo de potencializagao de longo prazo, acredita-se que esteja 
envolvido na aprendizagem e na memoria. 

desaminase induzida por ativagao (AID) Enzima que catalisa 
os processos somaticos de hipermutagao e alteragao de classes de 
imunoglobulinas nas celulas B ativadas. 

despolarizagao Variagao do potencial eletrico atraves da membra¬ 
na plasmatica em diregao a um valor positivo. Uma celula despolariza- 
da apresenta potencial externo positivo e potencial interno negativo. 

desmossomo Tipo de jungao de ancoragem entre celulas, nor- 
malmente formada entre duas celulas epiteliais. Caracterizado por 
densas placas proteicas nas quais filamentos intermediaries das 
duas celulas sao inseridos. (Figura 19-2) 

dessensibilizagao ver adaptagao 

detergente Pequena molecula anfifflica, mais soluvel em agua 
do que em lipfdeos, que rompe as associagoes hidrofobicas e des- 
troi a bicamada lipfdica, solubilizando as proteinas de membrana. 

determinagao celular Processo por meio do qual uma celula 
perde progressivamente o seu potencial de se diferenciar em outros 
tipos celulares a medida que seu desenvolvimento ocorre. 

determinante antigenico Regiao especffica de um antfgeno 
que se liga a um anticorpo ou a um receptor complementar na su¬ 
perffcie de uma celula B (BCR) ou de uma celula T (TCR). 

diacilglicerol (DAG) Lipfdeo produzido pela clivagem dos fosfo- 
lipfdeos do inositol em resposta a sinais extracelulares. E composto 
por duas cadeias de acidos graxos ligadas ao glicerol e atua como 
uma molecula sinalizadora para auxiliar a ativagao da protefna- 
-cinase C (PKC). (Figura 15-28) 

diferenciagao Processo pelo qual uma celula sofre uma alteragao 
tornando-se um tipo celular verdadeiramente especializado. 

diferenciagao terminal Limite da determinagao celular quando 
uma celula forma um dos tipos celulares altamente especializados 
do corpo adulto. 
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diferenciada terminalmente Celula no limite da determinagao 
celular, sendo um dos tipos altamente especializados do corpo 
adulto. 

difusao A dispersao de moleculas no espago devido a movimen- 
tagao termica aleatoria. 

dinamina GTPase citosolica que se liga a regiao apical de uma 
vesfcula revestida por clatrina no processo de brotamento a partir 
da membrana; esta envolvida na finalizagao da formagao da vesi¬ 
cula. 

dinefna Grande protefna motora que executa movimentos de- 
pendentes de ATP ao longo dos microtubulos. 

disco imaginal Grupo de celulas que permanecem aparente- 
mente nao diferenciadas no embriao de Drosophila e que desen- 
volverao uma estrutura do adulto, por exemplo, olho, perna, asa. A 
diferenciagao ocorre durante a metamorfose. (Figura 21-60) 

Dishevelled Proteina de suporte recrutada pela famflia Frizzled 
de receptores de superffcie celular apos a sua ativagao pela ligagao 
de Wnt que auxilia na transmissao de sinais para outras moleculas 
de sinalizagao. 

diversificagao juncional A perda e o ganho aleatorios de 
nucleotfdeos nos sftios de uniao durante a recombinagao V(D)J 
que ocorre durante o desenvolvimento das celulas B e T quando 
as celulas estao montando os segmentos genicos que codificam 
seus receptores de antigenos. Aumenta muito a diversidade das 
sequences codificadoras da regiao V. 

divisao celular assimetrica Divisao celular em que algumas 
importantes moleculas sao distribufdas de modo nao homogeneo 
entre as duas celulas-filhas, tornando-as diferentes entre si. 
DNA-helicase Enzima envolvida na abertura da helice do DNA 
em fitas simples para a replicagao do DNA. 

DNA-ligase Enzima que une as extremidades de duas fitas de 
DNA por meio de uma ligagao covalente, formando uma fita de 
DNA contfnua. 

DNA-polimerase Enzima que sintetiza DNA pela uniao de 
nucleotfdeos, usando um molde de DNA como guia. 

DNA-primase Enzima que sintetiza uma fita curta de RNA a par¬ 
tir de um molde de DNA, produzindo um oligonucleotfdeo iniciador 
(primer) para a sfntese de DNA. (Figura 5-10) 

DNA-topoisomerase Enzima que se liga ao DNA e quebra de 
forma irreversfvel uma ligagao fosfodiester em uma ou em ambas 
as fitas. A topoisomerase I cria quebras transitorias na fita simples, 
permitindo que a dupla-helice se distorga e alivie a tensao super- 
-helicoidal. A topoisomerase II cria quebras transitorias na fita 
dupla, permitindo que uma dupla-helice passe por outra e assim 
resolva a torgao. (Figuras 5-21 e 5-22) 

doenga autoimune Estado patologico no qual o corpo monta 
uma resposta imune neutralizadora adaptativa contra uma ou mais 
de suas moleculas. 

doenga dos legionarios Tipo de pneumonia resultante da infec- 
gao por Legionella pneumophila, um parasita da ameba de agua 
doce que e disseminado para os humanos pelos sistemas de ar 
condicionado que carregam a ameba infectada e produzem micro- 
gotfculas de agua que sao facilmente inaladas. 

doenga prionica Encefalopatia espongiforme transmissfvel, 
como Kuru e doenga de Creutzfeldt-Jakob (DCJ) em humanos, 
scrapie em ovinos e encefalopatia espongiforme bovina (EEB, ou 
"doenga da vaca louca") em bovinos, que e causada e transmitida 
por uma proteina infecciosa e enovelada de forma anormal (prion). 
(Figura 3-33) 

doengas de deposito lisossomico Doengas geneticas resultan- 
tes de defeitos ou da falta de uma ou mais hidrolases funcionais 
nos lisossomos de algumas celulas, levando ao acumulo de substra- 
tos nao digeridos nos lisossomos e patologia celular consequente. 


dogma celular Hipotese de que todos os organismos vivos sao 
compostos por uma ou mais celulas e que todas as celulas se origi- 
nam a partir da divisao de outra celula viva. 

dolicol Molecula lipfdica de isoprenoide que ancora um oligossa- 
carfdeo precursor a membrana do retfculo endoplasmatico durante 
a glicosilagao de protefnas. 

domfnio (domfnio proteico) Porgao de uma proteina com 
uma estrutura terciaria especffica. As proteinas grandes sao, em 
geral, compostas por varios domfnios, cada um conectado ao 
proximo por meio de regioes de cadeia polipeptidica flexfveis e 
curtas. Domfnios homologos sao reconhecidos em varias protef- 
nas diferentes. 

dormnio de homologia com plecstrina (dormnio PH) Domfnio 
proteico encontrado em algumas proteinas de sinalizagao intracelu- 
lar. Alguns domfnios PH nas proteinas de sinalizagao intracelular se 
ligam ao fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato produzido pela PI 3-cina- 
se, levando a protefna de sinalizagao para a membrana plasmatica 
quando a PI 3-cinase e ativada. 

domfnio de imunoglobulina (dormnio de Ig) Domfnio proteico 
caracterfstico de aproximadamente cem aminoacidos que e encon¬ 
trado nas cadeias leves e nas cadeias pesadas de imunoglobulinas. 
Domfnios similares, conhecidos como domfnios do tipo imunoglo¬ 
bulinas estao presentes em diversas outras proteinas e, em conjun- 
to com as Igs, constituem a superfamflia Ig. (Figura 24-27) 

dormnio de interagao Modulo proteico compacto encontrado 
em muitas proteinas de sinalizagao intracelulares que se ligam a 
um determinado motivo estrutural (p. ex., uma sequencia curta de 
peptfdeos, uma modificagao covalente ou outro domfnio proteico) 
em outra protefna ou lipfdeo. 

dormnio PDZ Domfnio de ligagao a protefnas presente em diver¬ 
sas proteinas de suporte, frequentemente utilizado como local de 
ancoragem pelas caudas intracelulares das protefnas transmembra- 
na. (Figura 19-22) 

domfnio proteico ver domfnio 

domfnio SH2 Regiao 2 de homologia src, um domfnio proteico 
presente em muitas protefnas sinalizadoras. Liga-se a uma sequen¬ 
cia curta de aminoacidos contendo uma tirosina fosforilada. (Painel 
3-2, p. 142-143) 

dupla-helice Estrutura tridimensional do DNA, em que duas ca¬ 
deias de DNA antiparalelas, unidas por ligagoes de hidrogenio entre 
as bases, estao enroladas em uma helice. (Figura 4-5) 

ectoderme Tecido epitelial embrionario que e o precursor da epi- 
derme e do sistema nervoso. 

edigao do receptor Processo pelo qual uma celula B em desen¬ 
volvimento que reconhece uma molecula propria altera seus recep¬ 
tores de antigenos de modo que a celula nao o faga mais. 

edigao do RNA Tipo de processamento de RNA que altera a 
sequencia de nucleotfdeos de um transcrito de mRNA depois de 
ser sintetizado pela insergao, delegao ou alteragao de nucleotfdeos 
individuals. 

efetoras Rab Moleculas que se ligam a protefnas Rab ativadas 
ligadas a membrana e atuam como mediadores posteriores ao 
transpose vesicular, aprisionamento as membranas e fusao. 

efrina Representante de uma famflia de protefnas ligadas a mem¬ 
brana, ligante dos receptores Eph de tirosina-cinase (RTKs) que, en¬ 
tre diversas outras fungoes, estimulam as respostas de repulsao ou 
de atragao que guiam a migragao de celulas e axonios das celulas 
nervosas durante o desenvolvimento animal. 

elastina Protefna extracelular que forma as fibras extensfveis (fi- 
bras elasticas) nos tecidos conectivos. 

elemento transponfvel (transposon) Segmento de DNA que 

se move de uma posigao no genoma para outra por transposigao. 
(Tabela 5-4, p. 288) 
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eletroforese bidimensional em gel Tecnica combinando dois 
procedimentos de separagao diferentes - separagao por carga (fo- 
calizagao isoeletrica) na primeira dimensao, entao separagao por 
tamanho na outra diregao, em angulo reto com a primeira - para 
resolver ate 2 mil proteinas na forma de urn mapa proteico bidi¬ 
mensional. 

eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de 
sodio (SDS-PAGE) Tipo de eletroforese usada para separar as 
proteinas por tamanho. A mistura de proteinas a ser separada e pri- 
meiramente tratada com urn potente detergente carregado negati- 
vamente (SDS) e com urn agente redutor (p-mercaptoetanol), antes 
de ser aplicada a urn gel de poliacrilamida. 0 detergente e o agente 
redutor desenovelam as proteinas liberando-as de associagoes com 
outras moleculas e separam as subunidades de polipeptfdeos. 

eliminagao de sinapses Processo pelo qual cada celula muscular 
inicialmente recebe sinapses a partir de varios neuronios motores, 
mas no final e inervada por apenas urn. 

encaixe induzido Fenomeno que aumenta a especificidade de 
reconhecimento de urn substrato por proteinas e moleculas de 
RNA. Na sfntese de proteinas, urn ribossomo ou enzima se enovela 
ao redor da interagao codon-anticodon, e apenas quando ocorre 
o correto pareamento entre ambos a reagao subsequente pode 
ocorrer. 

endocitose Incorporagao de material para o interior da celula, 
atraves de uma invaginagao da membrana plasmatica, e sua inter- 
nalizagao em uma vesicula delimitada por membrana. Ver tambem 

pinocitose e fagocitose 

endocitose mediada por receptores Internalizagao de com- 
plexos receptor-1 igante da membrana plasmatica, por endocitose. 
(Figura 13-52) 

endoderme Tecido embrionario que e o precursor do intestino e 
dos orgaos associados. 

endossomo de reciclagem Organela que fornece urn estagio 
intermediario na passagem de receptores reciclados de volta para 
a membrana celular. Regula a insergao de algumas proteinas na 
membrana plasmatica. (Figura 13-58) 

endossomo primario Compartimento que comumente recebe a 
maior parte das vesfculas endociticas mediante fusao e local onde o 
conteudo dessas vesfculas e selecionado para retornar a membrana 
plasmatica ou direcionado para a degradagao pela sua inclusao em 
urn endossomo tardio. 

endossomo tardio Compartimento formado de uma porgao 
vacuolar e bulbosa de endossomos primarios por urn processo de- 
nominado maturagao; endossomos tardios fusionam-se entre si e 
com lisossomos para formar os endolisossomos que degradam seu 
conteudo. 

energia de ativagao A energia extra que deve ser adquirida 
pelos atomos ou moleculas, alem da sua energia do estado de re- 
pouso, para que o estado de transigao de uma reagao seja atingido 
e para que a reagao qumnica ocorra. (Figura 2-21) 

energia livre (G) (energia livre de Gibbs) Energia que pode ser 
retirada de urn sistema e empregada em reagoes. Leva em conside- 
ragao alteragoes na energia e entropia. (Painel 2-7, p. 102-103) 
entropia (S) Quantidade termodinamica que mede o grau de 
desordem de urn sistema; quanto maior a entropia, maior a desor- 
dem. (Painel 2-7, p. 102-103) 

envelope nuclear Membrana dupla (duas bicamadas) circundan- 
do o nucleo. Composta por uma membrana externa e uma mem¬ 
brana interna, sendo perfurada por poros. A membrana externa e 
continua com o reticulo endoplasmatico. (Figuras 4-9 e 12-7) 

enzima Proteina que catalisa uma reagao qumnica especifica. 

epiderme Camada epitelial que recobre a superficie externa 
do corpo. Apresenta diferentes estruturas em diferentes grupos 


animais. A camada externa dos tecidos das plantas tambem e cha- 
mada de epiderme. 

epitelio Camada de celula que recobre a superficie externa de 
uma estrutura ou que recobre uma cavidade. 

equagao de Nernst Equagao que calcula o potencial eletrico 
(voltagem) gerado pelas diferengas nas concentragoes de ions atra¬ 
ves da membrana. 

equilibrio Estado de uma reagao qumnica em que nao ha alte- 
ragao de energia livre para deslocar a reagao em urn sentido. A 
proporgao de produtos e substratos atinge urn valor constante no 
equilibrio quimico. (Figura 2-30) 

eritrocito Pequena celula sanguinea que contem hemoglobina, 
nos vertebrados e que e responsavel pelo transpose de oxigenio 
para os tecidos e de dioxido de carbono dos tecidos. Tambem cha- 
mado de globulo vermelho. 

eritropoietina Urn hormonio produzido pelo rim que estimula a 
produgao de eritrocitos na medula ossea. 

escala de pH Medida comum da acidez de uma solugao: "p" 
refere-se a potencia de 10, "H" refere-se a hidrogenio. Definido 
como o logaritmo negativo da concentragao de ions hidrogenio 
em mol por litro (M). pH = -log[H + ]. Assim, uma solugao com pH 3 
contem 10 3 M de ions hidrogenio. Valores de pH abaixo de 7 sao 
acidos e valores de pH acima de 7 sao alcalinos. 

espago da matriz Grande compartimento interno da mitocondria. 

espago intermembranas Compartimento das mitocondrias en¬ 
tre as membranas mitocondrial externa e interna. 

especificidade neuronal Nao equivalence entre neuronios; 
uma caractehstica inthnseca que guia os axonios para seu sitio-alvo 
apropriado. 

espectrina Proteina abundante associada a face citosolica da 
membrana plasmatica dos globulos vermelhos, formando uma rede 
hgida que suporta a membrana. Tambem esta presente em outras 
celulas. (Figura 10-38) 

espectroscopia por ressonancia magnetica nuclear (RMN) 

RMN e a absorgao ressonante de radiagao eletromagnetica, em uma 
frequence especifica, por urn nucleo atomico em urn campo mag- 
netico, devido a troca de orientagao do seu momento dipolar mag- 
netico. O espectro de RMN fornece informagoes sobre o ambiente 
quimico do nucleo. A RMN e amplamente utilizada para determinar 
a estrutura tridimensional de pequenas moleculas. Os principios da 
RMN tambem sao utilizados com finalidades diagnosticas medicas 
na imagem por ressonancia magnetica (RM). (Figura 8-22) 

estado de transigao Estrutura que se forma transitoriamente 
durante uma reagao qumnica e que possui o maior valor de energia 
livre de qualquer intermediario da reagao. Sua formagao e o passo 
limitante da velocidade de uma reagao. (Figura 3-47) 

estocastico Aleatorio. Envolvendo chance, probabilidade e varie- 
dades randomicas. 

estroma (1) Tecido conectivo no qual o epitelio glandular ou 
outro epitelio esta embebido. Celulas do estroma fornecem o meio 
necessario para o desenvolvimento de outras celulas dentro do 
tecido. (2) Grande espago no interior de urn cloroplasto, contendo 
enzimas que incorporam C0 2 em agucares. (Figura 14-38) 

estrutura primaria Sequencia linear de unidades monomeri- 
cas em urn polimero, como a sequencia de aminoacidos em uma 
proteina. 

estrutura quaternaria Relagao tridimensional entre as diferen¬ 
tes cadeias polipeptidicas em uma proteina com multiplas subuni¬ 
dades ou complexo proteico. 

estrutura secundaria Padrao estrutural (enovelamento) local 
e regular de uma molecula polimerica; em proteinas, a-helices e 
folhas (T 
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estrutura terciaria Forma complexa tridimensional de uma 
cadeia polimerica enovelada, especialmente uma protefna ou mo- 
lecula de RNA. 

etileno Pequena molecula gasosa que regula o crescimento de 
plantas influenciando o seu desenvolvimento de diversas maneiras, 
incluindo o estfmulo da maturagao, perda de folhas e senescencia; 
atua como urn sinalizador de estresse em resposta a lesoes, infec- 
goes e excesso de agua. 

eucarioto Organismo composto de uma ou mais celulas e que 
apresenta urn nucleo distinto. Membro de uma das tres principais 
divisoes dos organismos vivos, sendo as outras duas as bacterias e 
as arqueias. (Figura 1-17) 

eucromatina Regiao de urn cromossomo que se cora difusamen- 
te durante a interfase; e a cromatina "normal", ao contrario da 
heterocromatina, que e mais condensada. 

exocitose Excregao de material da celula pela fusao de vesfculas 
a membrana plasmatica; pode ocorrer de modo constitutivo ou 
regulado. 

exon Segmento de urn gene eucariotico que consiste em uma 
sequencia de nucleotideos que sera representada no mRNA, ou no 
tRNA final, no rRNA, ou na molecula madura de RNA. Em genes 
que codificam proteina, os exons codificam os aminoacidos da 
proteina. Urn exon geralmente esta adjacente a urn segmento de 
DNA nao codificador, chamado de fntron. (Figura 4-15) 

exossomo Grande complexo proteico cujo interior e rico em exo¬ 
nucleases de RNA 3' a 5'; promove a degradagao de moleculas de 
RNA em ribonucleotfdeos. 

expressao genica monoalelica Expressao de apenas uma ou 
duas copias de urn gene em urn genoma diploide, ocorrendo, por 
exemplo, como resultado do imprinting ou inativagao do cromos¬ 
somo X. 

extensao convergente Rearranjo celular dentro de urn tecido, 
causando a extensao em uma dimensao e a diminuigao em outra. 
(Figura 21-50) 

face cis No mesmo lado, ou proximo, 
face trans Face do outro lado (longe). 

FAD/FADH 2 (flavina adenina dinucleotideo/flavina adenina 
dinucleotideo reduzido) Sistema transportador de eletrons que 
atua no ciclo do acido cftrico e na oxidagao dos acidos graxos. Uma 
molecula de FAD recebe dois eletrons e dois protons, tornando-se a 
molecula carreadora ativada, FADH 2 . (Figura 2-39) 
fagocitose Processo pelo qual celulas, debris e outros mate- 
riais particulados indesejados sao endocitados ("ingeridos") por 
uma celula. Proeminente em celulas carnfvoras, como a Amoeba 
proteus, e em macrofagos e neutrofilos de vertebrados. Do grego, 
phagein, "comer". 

fagossomo Grande vesfcula intracelular revestida por membrana 
formada como resultado da fagocitose. Contem material extracelu- 
lar ingerido. (Figura 13-61) 

faixa da pre-profase Faixa circunferencial de microtubulos e 
filamentos de actina que se forma ao redor de uma celula vegetal, 
sob a membrana plasmatica, antes da mitose e da divisao celular. 
(Figura 17-49) 

farmlia Bcl2 Familia de proteinas intracelulares que tanto promo- 
vem quanto inibem a apoptose pela regulagao da liberagao de cito- 
cromo c e outras proteinas mitocondriais do espago intermembrana 
para o citosol. 

farmlia de proteinas antiapoptose Bd2 Proteinas (p. ex., Bcl2, 
BcIX l ) presentes na superficie citosolica da membrana mitocondrial 
externa que ligam e inibem as proteinas da familia pro-apoptose Bcl2 
e ajudam a inibir a ativagao erronea da via intrinseca da apoptose. 

familia de proteinas efetoras Bcl2 Proteinas pro-apoptose da 
via intrinseca de apoptose que se tornam ativadas em resposta a 


urn estmnulo apoptotico e se agregam formando oligomeros na 
membrana mitocondrial externa induzindo a liberagao do citocro- 
mo c e de outras proteinas intermembrana. Bax e Bak sao as princi¬ 
pais proteinas efetoras da familia Bcl2 nas celulas de mamfferos. 

familia genica Conjunto de genes em urn organismo cujas 
sequences de DNA estao relacionadas pela sua derivagao de urn 
mesmo ancestral. 

familia Rho Familia de GTPases monomericas dentro da super- 
famflia Ras envolvida na sinalizagao do arranjo do citoesqueleto. 
Inclui Rho, Rac e Cdc42. (Tabela 15-5, p. 854) 

familia Smad Reguladores latentes da transcrigao que sao fosfori- 
lados e ativados pelas serinas/treoninas-cinase receptoras e carregam 
o sinal a partir da superficie celular para o nucleo. (Figura 15-57) 

Fas (proteina Fas, receptor de apoptose Fas) Receptor trans- 
membrana de apoptose que inicia o processo de apoptose quando 
ligado ao seu ligante extracelular (ligante Fas). (Figura 18-5) 

fase de leitura Fase na qual os nucleotideos sao lidos em con- 
juntos de tres para codificar uma proteina. Uma molecula de mRNA 
pode ser lida em qualquer uma das tres fases de leitura, mas ape¬ 
nas uma originara a proteina necessaria. (Figura 6-49) 

fase de leitura aberta (ORF) Uma sequencia contfnua de 
nucleotideos que nao apresente codons de parada em pelo menos 
uma das tres fases de leitura possfveis (e, portanto, com potencial 
para codificar uma proteina). 

fase G 1 Fase 1 do ciclo de divisao celular das celulas eucarioticas, 
entre o final da mitose e o infcio da sfntese de DNA. (Figura 17-4) 

fase G 2 Fase 2 do ciclo de divisao celular das celulas eucarioticas, 
entre o final da sfntese de DNA e o infcio da mitose. (Figura 17-4) 

fase S Perfodo do ciclo celular das celulas eucarioticas em que 
ocorre a sfntese de DNA. (Figura 17-4) 

fator 1 ol induzido por hipoxia (HIFIa) Regulador da trans¬ 
crigao cujos nfveis intracelulares sao aumentados em resposta a 
queda da concentragao de oxigenio; estimula a transcrigao do gene 
VEGF que promove a angiogenese. 

fator de crescimento Proteina de sinalizagao extracelular que 
pode estimular o crescimento celular. Esses fatores frequentemente 
possuem outras fungoes, incluindo o estfmulo a sobrevivencia e a 
proliferagao celular. Exemplos incluem o fator de crescimento de epi- 
derme (EGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) Protefna 
secretada que estimula o crescimento de vasos sangufneos. (Tabela 
15-4, p. 850, e Figura 22-26) 

fator de edema Uma das duas subunidades A da toxina antraz; 
uma adenilato ciclase que catalisa a produgao de cAMP, levando ao 
desequilfbrio de ions e consequente edema na pele ou nos pulmoes. 

fator de iniciagao eucariotico (elF) Protefna que auxilia a liga- 
gao do tRNA ao ribossomo, iniciando, portanto, a tradugao. 

fator de sobrevivencia Sinai extracelular que promove a sobre¬ 
vivencia de uma celula pela inibigao da apoptose. (Figura 18-12) 

fator de troca de nucleotideos de guanina (GEF) Protefna que 
se liga a GTPase e a ativa pelo estfmulo da liberagao do GDP ligado 
com alta afinidade, permitindo que uma molecula de GTP se ligue 
a enzima. (Figura 15-8) 

fator de virulencia Protefna, codificada por urn gene de viru- 
lencia, que contribui para a capacidade de urn organismo causar 
doenga. 

fator estimulador de colonia (CSF) Nome geral para numerosas 
moleculas sinalizadoras que controlam a diferenciagao das celulas 
do sangue. 

fator geral de transcrigao Qualquer protefna cuja ligagao a urn 
tipo de promotor e necessaria para a ligagao e ativagao da RNA po- 
limerase e para o infcio da transcrigao. (Tabela 6-3, p. 311) 
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fator letal Uma das duas subunidades A da toxina antraz; pro¬ 
tease que cliva alguns membros ativados da MAP-cinase da famflia 
das cinases e causa uma grande queda na pressao sanguinea e 
morte ao entrar na corrente sanguinea de urn animal. 

fator neurotrofico Fator liberado em quantidades limitadas por 
urn tecido-alvo de que os neuronios que inervam aquele tecido ne- 
cessitam para sobreviver. 

fenotipo Carater observavel em uma celula ou organismo (in- 
cluindo aparencia ffsica e comportamento). (Painel 8-2, p. 486) 

fermentagao Via metabolica anaerobica de geragao de energia 
envolvida na oxidagao de moleculas organicas. A glicolise anaero¬ 
bica corresponde ao processo em que piruvato e convertido em lac- 
tato ou etanol, com a conversao de NADH em NAD + . (Figura 2-47) 

fibra elastica Fibras extensoras formadas pela proteina elastina 
em diversos tecidos conectivos animais, como pele, vasos sanguf- 
neos e pulmoes, conferindo a sua propriedade de elasticidade e 
estiramento. 

fibras de estresse Fibras corticais dos feixes contrateis de actina- 
-miosina II que conectam a celula a matriz extracelular ou celulas 
adjacentes por meio de adesoes focais ou urn cinturao circunferen- 
cial a jungoes aderentes. 

fibrila de colageno Polfmero de colageno com alto grau de or- 
ganizagao onde o colageno fibrilar se organiza em estruturas finas 
(10 a 300 nm de diametro) com varias centenas de micrometros de 
extensao nos tecidos maduros. 

fibrilas amiloides Agregados de folhas p estaveis e capazes de 
autopropagagao, compostos por centenas de cadeias polipeptidicas 
identicas que se acumulam em camadas, gerando uma estrutura 
continua de folhas (3. As fibras nao ramificadas contribuem para 
doengas humanas quando nao controladas. 

fibroblasto Tipo celular comum encontrado nos tecidos conecti¬ 
vos. Secreta uma matriz extracelular rica em colageno e outras ma- 
cromoleculas de matriz extracelular. Migra e prolifera prontamente 
em tecidos danificados e em cultura de tecidos. 

fibronectina Proteina da matriz extracelular que esta envolvida 
na adesao de celulas a matriz e na orientagao das celulas que estao 
migrando durante a embriogenese. As integrinas presentes na su- 
perffcie celular sao receptores para a fibronectina. 

filopodio (microespkulas) Protuberancia fina, em forma de espi- 
nho, com urn nucleo de filamento de actina, gerada na superficie an¬ 
terior de uma celula animal que esta se movimentando. (Figura 16-21) 

filtro de seletividade Parte da estrutura de urn canal ionico que 
determina quais ions o canal pode transportar. (Figuras 11 -24 e 11 -25) 

fita-lider Uma das duas fitas de DNA recem-sintetizadas encon- 
tradas na forquilha de replicagao. A fita-lfder e formada por sfntese 
continua na diregao 5' para 3'. (Figura 5-7) 

fita retardada Uma das duas fitas de DNA recem-sintetizadas 
encontradas na forquilha de replicagao. A fita retardada e sinte- 
tizada em fragmentos descontfnuos que sao, mais tarde, ligados 
covalentemente. (Figura 5-7) 

fitocromo Fotoprotefna vegetal que percebe a luz por meio de 
urn cromoforo ligado covalentemente que absorve luz, o qual mo- 
difica seu formato em resposta a luz e entao induz uma alteragao 
na conformagao da proteina. Os fitocromos vegetais sao serinas/ 
treoninas-cinase citoplasmaticas dimericas que respondem de for¬ 
ma diferente e reversfvel a luz vermelha e vermelho extremo para 
alterar o comportamento celular. 

fixagao de nitrogenio Processo bioqufmico executado por bac¬ 
terias especfficas que reduz o nitrogenio atmosferico (N 2 ) a amonia, 
levando, ao final do processo, a varios metabolites contendo nitro¬ 
genio. 

flagelo Protrusao longa, como urn chicote, cujas ondulagoes 
conduzem uma celula atraves de urn meio Ifquido. Os flagelos eu- 


cariotos sao versoes longas dos alios. Os flagelos de bacterias sao 
menores e completamente diferentes quanto a construgao e ao 
mecanismo de agao. Compare com cilio. 

flora normal Microbiota humana consistindo em aproximada- 
mente 10 14 celulas de bacterias, fungos e protozoarios, represen- 
tando milhares de especies microbianas. 

fluxo de microtubulos Movimento de moleculas individuals 
de tubulina nos microtubulos do fuso em diregao aos polos, com 
perda de tubulina na extremidade menos (-). Ajuda a gerar o 
movimento em diregao aos polos das cromatides-irmas, apos a sua 
separagao na anafase. (Figura 17-35) 

folha beta (folha p) Motivo estrutural comum em proteinas no 
qual diferentes secgoes da cadeia polipeptidica se alinham uma ao 
lado da outra, unidas por ligagoes de hidrogenio entre os atomos 
da cadeia principal polipeptidica. Tambem conhecida como folha p 
pregueada. (Figura 3-7) 

forga hidrofobica Forga exercida por uma rede de agua mantida 
por ligagoes de hidrogenio que aproxima duas superficies apolares 
mediante exclusao da agua entre elas. (Painel 2-3, p. 94-95) 

forga proton-motriz Forga exercida por urn gradiente de pro¬ 
tons eletroqumnico motriz que move protons atraves de uma mem- 
brana. 

formagao de bolhas ( blebbing ) Protrusoes da membrana forma¬ 
das quando a membrana plasmatica se destaca, em locais especificos, 
da camada adjacente do cortex de actina, permitindo que o fluxo de 
citoplasma e a pressao hidrostatica da celula empurrem a membrana. 

formina Proteina dimerica que atua como fator de nucleagao 
para o crescimento de filamentos lineares e nao ramificados de 
actina que podem dar origem a ligagoes cruzadas com outras 
proteinas para formar feixes paralelos. 

forquilha de replicagao Regiao em forma de Y de uma molecula 
de DNA em replicagao na qual as duas fitas de DNA estao sendo se- 
paradas e as fitas-filhas estao sendo formadas. (Figuras 5-7 e 5-18) 

fosfatidilinositol 3-cinase (PI 3-cinase) Enzima ligada a mem¬ 
brana, componente da via de sinalizagao intracelular da PI 3-cinase/ 
Akt. Ela fosforila fosfatidilinositol 4,5-bifosfato na posigao 3 do 
anel inositol para produzir sitios de ancoragem para o PIP 3 na 
membrana para outras proteinas de sinalizagao intracelular. (Figura 
15-53) 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PI[4 f 5]P 2 PIP 2 ) Urn fosfolipi- 
deo inositol de membrana (urn fosfoinositideo) que e clivado pela 
fosfolipase C em IP 3 e diacilglicerol no inicio da via de sinalizagao de 
fosfolipideo inositol. Tambem pode ser fosforilado pela PI 3-cinase 
para originar sitios de ancoragem PIP 3 para proteinas de sinalizagao 
na via de sinalizagao PI 3-cinase/Akt. (Figuras 15-28 e 15-53) 

fosfodiesterase de AMP ciclico Especie de enzima que destroi 
o AMP ciclico de modo rapido e continuo, formando 5'-AMP. (Figu¬ 
ra 15-25). 

fosfodiesterase de GMP ciclico Especie de enzima que hidrolisa 
e degrada GMP ciclico rapidamente. 

fosfoglicerideo Fosfolipideo derivado de urn glicerol, abundante 
nas biomembranas. (Figuras 10-2 e 10-3) 

fosfoinositideo (PIPs; fosfatidilinositol fosfatos) Urn lipideo 
que contem urn derivado do inositol fosforilado. E urn componente 
minoritario da membrana plasmatica, mas importante na demarca- 
gao de diferentes membranas e na transdugao de sinais intracelula- 
res em celulas eucarioticas. (Figuras 13-10 e 15-52) 

fosfolipase C (PLC) Enzima ligada a membrana que cliva fosfolipi- 
deos de inositol para produzir IP 3 e diacilglicerol na via de sinalizagao 
do fosfolipideo de inositol. PLCp e ativado por GPCRs via proteinas 
G especfficas, enquanto PLC 7 e ativado por RTKs. (Figura 15-55) 

fosfolipideo A principal categoria de lipfdeos utilizada na cons¬ 
trugao de membranas biologicas. Normalmente composto de dois 
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acidos graxos ligados por fosfato de glicerol (ou esfingosina) a um 
grupo polar, de uma variedade de grupos polares possfveis. (Figura 
10-3 e Painel 2-5, p. 98-99) 

fosforilagao Reagao na qual um grupo fosfato e covalentemente 
acoplado a outra molecula. 

fosforilagao oxidativa Processo que ocorre em bacterias e 
em mitocondrias no qual a formagao de ATP e direcionada pela 
transference de eletrons atraves de uma cadeia transportadora 
de eletrons ate uma molecula de oxigenio. Envolve a produgao 
intermediaria de um gradiente de protons (gradiente de pH) atraves 
da membrana e o acoplamento quimiosmotico desse gradiente a 
ATP-sintase. (Figura 14-10) 

fossas revestidas por clatrina Regioes especializadas, ocupan- 
do geralmente cerca de 2% do total da area da membrana plasma- 
tica, onde a via de endocitose costuma ser iniciada. 

fotoativagao Tecnica para estudar processos intracelulares nos 
quais uma forma inativa de uma molecula de interesse e introduzi- 
da na celula, sendo, entao, ativada por um feixe de luz focalizado 
em um ponto preciso na celula. (Figura 9-28) 

fotorreceptores dos bastonetes Celulas fotorreceptoras na 
retina de vertebrados responsaveis pela visao nao colorida com 
pouca luz. 

fotorreceptores dos cones (cone) Celulas fotorreceptoras na 
retina de vertebrados responsaveis pela visao em cores em situa- 
goes bem iluminadas. 

fotossistema Complexo multiproteico envolvido na fotossintese 
que captura a energia da luz solar e a converte em formas uteis de 
energia: um centra da reagao mais uma antena (Figura 14-45) 

fototropina Fotoproteina associada com a membrana plasmatica 
que percebe a luz azul e e parcialmente responsavel pelo fototro- 
pismo. 

fragmoplasto Estrutura composta de microtubulos e filamentos 
de actina que se forma no piano equatorial (prospective) de divisao 
de uma celula vegetal e guia a formagao da placa celular. (Figura 
17-49) 

FRAP ver recuperagao da fluorescencia apos fotoclareamento 

FRET ver transference de energia por ressonancia de fluores¬ 
cencia 

Frizzled Famflia de receptores de superficie celular que sao 
proteinas transmembrana que cruzam a membrana sete vezes e se 
assemelham as GPCRs em sua estrutura, mas nao sao dependentes 
da ativagao mediada por proteinas G. Sao ativadas pela ligagao 
de Wnt e recrutam a proteina de suporte Dishevelled que ajuda a 
transmitir sinais a outras moleculas de sinalizagao. 

fungo Reino de organismos eucariotos que inclui leveduras, mo- 
fos e cogumelos. Muitas doengas de plantas e um numero relativa- 
mente menor de doengas de animais sao causadas por fungos. 

fuso mitotico Arranjo bipolar de microtubulos e moleculas as- 
sociadas que se forma em uma celula eucariotica durante a mitose 
e serve para separar os cromossomos duplicados. (Figura 17-23 e 
Painel 17-1, p. 980-981) 

G 0 Estado estacionario do ciclo de divisao celular dos eucariotos 
pela entrada em uma digressao quiescente a partir da fase G v Esta¬ 
do comum, em alguns casos permanente, das celulas diferenciadas. 

G^Cdk Complexo ciclina-Cdk formado, nas celulas de verte¬ 
brados, por uma ciclina e a cinase dependente de ciclina (Cdk) 
correspondente. (Tabela 17-1, p. 969) 

G/S-Cdk Complexo ciclina-Cdk formado nas celulas dos ver¬ 
tebrados pela ciclina G/S e a cinase dependente de ciclina (Cdk) 
correspondente. (Figura 17-11 e Tabela 17-1, p. 969) 

gangliosideo Qualquer glicolipideo contendo um ou mais resi- 
duos de acido sialico em sua estrutura. Encontrado na membrana 


plasmatica de celulas eucarioticas; especialmente abundante nas 
celulas nervosas. (Figura 10-16) 

gastrulagao Estagio importante na embriogenese animal du¬ 
rante o qual o embriao se transforma de uma bola de celulas em 
uma estrutura com uma cavidade abdominal rudimentar (uma 
gastrula). 

geminina Proteina que impede a formagao de novos complexos 
pre-replicativos durante a fase Sea mitose, garantindo que os cro¬ 
mossomos tenham sido replicados apenas uma vez em cada ciclo 
celular. 

gene Regiao do DNA transcrita como uma unica unidade e 
que carrega informagoes sobre uma caracteristica hereditaria 
particular, em geral correspondente a (1) uma unica proteina (ou 
conjunto de proteinas relacionadas, geradas pelo processamento 
pos-transcricional) ou (2) um unico RNA (ou conjunto de RNAs 
relacionados). 

gene da regra dos pares No desenvolvimento de Drosophila, 
gene expresso em uma serie de listras transversals ao eixo do corpo 
do embriao, ajudando a determinar os segmentos corporais. (Figu¬ 
ra 21-19) 

gene de polaridade de segmento No desenvolvimento da 
Drosophila, um gene envolvido na especificagao da organizagao 
anteroposterior de cada segmento do corpo. (Figura 21-19) 

gene de rRNA Gene que especifica um rRNA. 

gene de virulencia Gene que contribui para a capacidade de um 
organismo de causar doenga. 

gene gap No desenvolvimento de Drosophila, um gene que e 
expresso em locais especificos do corpo, ao longo do eixo antero¬ 
posterior, no embriao inicial, e que ajuda a determinar as principals 
divisoes do corpo do inseto. (Figura 21-20) 

gene Rb Gene defeituoso em ambas as copias em individuos 
com retinoblastoma; seu produto proteico tern um papel central no 
controle do ciclo celular. 

gene seletor homeotico No desenvolvimento de Drosophila, 
o gene que define e preserva as diferengas entre os segmentos do 
corpo. 

gene supressor de tumor Gene que parece ajudar a impedir a 
formagao de um cancer. Mutagoes com perda de fungao nesses ge¬ 
nes favorecem o desenvolvimento do cancer. (Figura 20-17) 
genes criticos para o cancer Genes cuja alteragao contribui 
para o desenvolvimento ou evolugao do cancer pelo fato de desen- 
cadear a tumorigenese. 

genes da polaridade do ovo Genes do embriao de Drosophila 
que definem os eixos anteroposterior e dorsoventral no future 
embriao mediante estabelecimento de marcadores (mRNA ou pro- 
teina) no ovo que fornecem sinais de organizagao para o processo 
de desenvolvimento. 

genes de efeito materno Genes que atuam na mae, especi- 
ficando moleculas de mRNA materno e proteinas no ovulo. Mu¬ 
tagoes de efeito materno afetam o desenvolvimento do embriao, 
mesmo que o embriao nao tenha herdado o gene mutado. 

genes de segmentagao Genes expressados por subgrupos de 
celulas no embriao que refinam o padrao de expressao genica de 
modo a definir as ligagoes e perspectivas dos segmentos individuals 
do corpo. 

genes Hox Genes que codificam reguladores da transcrigao, 
cada gene contendo um homeodonmnio e especificando regioes 
diferentes do corpo. As mutagoes Hox geralmente causam transfor- 
magoes homeoticas. 

genetica O estudo dos genes de um organismo quanto a sua 
hereditariedade e variagao. 
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genetica reversa Abordagem para descobrir a fungao dos genes 
que comega no DNA (gene) e seu produto proteico e, entao, cria 
mutantes para analisar a fungao do gene. 

genoma Informagao genetica total que pertence a uma celula ou 
a um organismo; em particular, a informagao mantida no DNA. 

genotipo Constituigao genetica de uma celula individual ou de 
um organismo. Combinagao particular de alelos observada em um 
individuo especifico. (Painel 8-2, p. 486) 

glicano de ligagao cruzada Um dos membros do grupo hete- 
rogeneo de polissacarideos ramificados que formam as ligagoes 
cruzadas das microfibrilas de celulose na forma de uma rede in- 
trincada. Possui longas cadeias principals lineares compostas por 
um unico tipo de agucar (glicose, xilose ou manose), com curtas 
cadeias laterals compostas por outros agucares. 

glicogenio Polissacandeo composto exclusivamente por uni- 
dades de glicose. Utilizado no armazenamento de energia nas 
celulas animais. Grandes granulos de glicogenio sao encontrados 
em abundancia nas celulas hepaticas e musculares. (Figura 2-51 e 
Painel 2-4, p. 96-97) 

glicolipideo Molecula de lipfdeo ligada a um residuo de agucar 
ou de oligossacarfdeo. (Painel 2-5, p. 98-99) 

glicolise Via metabolica universal que ocorre no citosol na qual 
agucares sao degradados de maneira incompleta, com a produgao 
de ATP. Literalmente, "quebra do agucar". (Figura 2-46 e Painel 
2-8, p. 104-105) 

glicoproteina Qualquer proteina com uma ou mais cadeias de 
sacandeos ou oligossacandeos ligadas covalentemente a cadeia 
lateral dos aminoacidos. A maior parte das proteinas secretadas e a 
maior parte das proteinas expostas na face externa da membrana 
plasmatica sao glicoproteinas. 

glicosaminoglicano (GAG) Polissacandeo longo, linear e alta- 
mente carregado, composto pela repetigao de um par de agucares, 
um dos quais sendo sempre um agucar amino. Encontrado sobretu- 
do ligado de forma covalente a proteinas centrais na matriz extra- 
celular de proteoglicanos. Exemplos incluem sulfato de condroitina, 
hialuronana e heparina. (Figura 19-32) 

glicosilagao ligada ao O Adigao de um ou mais agucares a um 
grupamento hidroxila em uma proteina. 

glicosilagao proteica Processo de transference de um unico 
sacandeo ou oligonucleotfdeo precursor pre-formado em proteinas. 

globulos brancos ver leucocito 
globulos vermelhos ver eritrocito 

GMP riclico (GMPc) Nucleotideo gerado a partir de GTP pela en- 
zima guanililciclase, em resposta a varios sinais extracelulares. 

gordura Lipideo de armazenamento de energia nas celulas. Com¬ 
posto por triglicerideos - acidos graxos esterificados ao glicerol. 

gotas lipidicas Forma de armazenamento nas celulas para 
lipideos em excesso; composta por uma unica monocamada de 
fosfolipfdeos e proteinas que envolvem lipideos neutros que podem 
ser recuperados das goticulas quando exigido pela celula. 

GPCR-cinase (GRK) Membro da fanmlia de enzimas que fosforila 
multiplos resfduos de serina e treonina em proteinas GPCR, promo- 
vendo a dessensibilizagao do receptor. (Figura 15-42) 

G q Classe de proteina G que acopla GPCRs a fosfolipase C-p, ati- 
vando a via de sinalizagao do fosfolipideo de inositol. 

gradiente eletroquimico A influencia combinada de uma di- 
ferenga na concentragao de um ion nos dois lados da membrana 
e a diferenga de carga eletrica atraves da membrana (potencial de 
membrana). Ions ou moleculas carregadas podem se mover passi- 
vamente a favor do seu gradiente eletroquimico. 

Gram-negativa Qualidade de uma bacteria que nao e corada 
com corante de Gram por possuir uma camada externa de peptido- 


glicanos fina revestindo sua membrana interna (plasmatica) como 
uma membrana externa adicional. 

Gram-positiva Qualidade de uma bacteria que e corada com co¬ 
rante de Gram por possuir uma camada externa de peptidoglicanos 
espessa revestindo a sua membrana interna (plasmatica). 

granulocito Categoria de globulo branco que se distingue pela 
presenga constante de granulos no seu citoplasma. Inclui neutrofi- 
los, basofilos e eosinofilos. Formado a partir de uma celula precur¬ 
sor de granulocito/macrofago (GM). (Figura 22-27) 

grupo ferro-enxofre Grupo transportador de eletrons cons- 
titufdo por dois ou quatro atomos de ferro ligados a um numero 
igual de atomos de enxofre; encontrado em uma classe de protei¬ 
nas transportadoras de eletrons. (Figura 14-16) 

grupo Polycomb Grupo de proteinas criticas para memoria celu- 
lar para alguns genes. Formam complexos como parte da cromati- 
na do complexo Hox, onde elas mantem um estado reprimido nas 
celulas em que os genes Hox nao foram ativados. 

grupo quimico Combinagoes especificas de atomos - como 
metila (—CH 3 ), hidroxila (—OH), carboxila (—COOH), carbonila 
(—C=0), fosfato (—P0 3 2 “), sulfidrila (—SH) e amino (—NH 2 ) - que 
apresentam propriedades quimicas e ffsicas distintas e influenciam 
o comportamento da molecula em que estao presentes. 

grupo Trithorax Conjunto de proteinas criticas para memoria 
celular que mantem a transcrigao dos genes Hox em celulas onde a 
transcrigao ja foi ligada. 

GTP (guanosina 5'-trifosfato) Nucleosideo trifosfato produzido 
pela fosforilagao do GDP (guanosina difosfato). Assim como o ATP, 
libera grandes quantidades de energia livre pela hidrolise do seu 
grupo fosfato terminal. Possui papel especial na formagao dos mi- 
crotubulos, na sfntese proteica e na sinalizagao celular. (Figura 2-58) 

GTPase Enzima que converte GTP em GDP. As GTPases sao divi- 
didas em duas grandes fanmlias. As grandes proteinas G trimericas 
sao compostas por tres subunidades distintas e ligam, principal- 
mente, GPCRs a enzimas ou canais ionicos na membrana plasmati¬ 
ca. As pequenas proteinas monomericas ligadoras de GTP (tambem 
chamadas de GTPases monomericas) sao compostas por uma unica 
subunidade e auxiliam na transmissao de sinais a partir de diversos 
tipos de receptores celulares de superficie, regulando o trafego de 
vesiculas intracelulares, e na sinalizagao com o citoesqueleto. Tanto 
as proteinas G trimericas quanto as GTPases monomericas sofrem 
ciclos entre as formas ativa, ligada ao GTP, e inativa, ligada ao GDP, 
muitas vezes atuando com interruptores moleculares nas vias de 
sinalizagao. Ver pagina 820. 

GTPase monomerica Enzima de subunidade unica que converte 
GTP em GDP (tambem chamadas de pequenas proteinas monome¬ 
ricas de ligagao ao GTP). Cicla entre uma forma ativa ligada a GTP e 
uma forma inativa ligada a GDP e frequentemente atua como uma 
troca molecular nas vias de sinalizagao intracelular. 

GTPases de recrutamento de proteinas de revestimento 

Membros de uma fanmlia de GTPases monomericas com importan- 
te papel no transpose de vesiculas, sendo responsaveis pela forma¬ 
gao da camada de revestimento na membrana. 

heranga epigenetica Heranga de alteragoes fenotipicas em uma 
celula ou em um organismo que nao sao resultado de alteragoes 
na sequencia de nucleotideos do DNA. Pode ocorrer por meio de 
retroalimentagao positiva de reguladores de transcrigao ou pela he- 
reditariedade de modificagoes na cromatina, como a metilagao do 
DNA ou modificagoes nas histonas. (Figura 7-53) 

heranga materna Forma de heranga observada quando rastrea- 
mos as mitocondrias em animais e plantas, onde o DNA mitocondrial 
e herdado apenas por meio da linhagem germinativa da femea. 

heterocromatina Cromatina em estado altamente condensado 
mesmo em interfase; em geral sua transcrigao e inativa. ( Compare 

com eucromatina) 
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heterocronico Descreve genes envolvidos no controle temporal 
do desenvolvimento; a mutagao desses genes resulta em celulas 
com destino especifico agindo como se estivessem em urn diferen- 
te estagio de desenvolvimento. 

hialuronana (acido hialuronico) Tipo de glicosaminoglicano 
nao sulfatado, com uma repetigao regular na sua sequencia - de 
ate 25 mil unidades identicas de dissacandeo, nao ligados a uma 
proteina central. Encontrado nos fluidos lubrificantes de articula- 
goes e em diversos outros tecidos. (Figuras 19-33 e 19-34) 

hibridizagao Em biologia molecular, o processo pelo qual duas 
fitas complementares de acidos nucleicos formam uma dupla helice 
de DNA-DNA, DNA-RNA ou RNA-RNA. E a base de uma tecnica 
eficaz para a detecgao de sequences especfficas de nucleotideos. 
(Figuras 5-47 e 8-33) 

hibridoma Linhagem celular hibrida gerada pela fusao de uma 
celula de tumor e outro tipo celular. Anticorpos monoclonais sao pro- 
duzidos por linhagens de hibridoma obtidas pela fusao de celulas B se- 
cretoras de anticorpos e celulas de tumores de linfocitos B. (Figura 8-4) 

hidrofilico Que se dissolve rapidamente em agua. Literalmente, 
"que ama a agua". 

hidrofobico (lipofflico) Que nao se dissolve rapidamente em 
agua. Literalmente, "que teme a agua". 

hidrolases acidas Enzimas hidroliticas - incluindo proteases, 
nucleases, glicosidases, lipases, fosfolipases, fosfatases e sulfatases 
- que apresentam atividade otima em pH acido; tais enzimas estao 
presentes nos lisossomos. 

hipermutagao somatica Na imunologia: acumulo de mutagoes 
pontuais nas sequences codificadoras montadas de regioes varia- 
veis dos genes de imunoglobulinas que ocorre quando celulas B 
sao ativadas para formar celulas de memoria. Resulta na produgao 
de anticorpos com sitios de ligagao a antigenos alterados, alguns 
dos quais se ligam a antigenos com alta afinidade; responsavel pela 
maturagao da afinidade nas respostas dos anticorpos. 

histona Uma de urn grupo de pequenas proteinas abundantes 
ricas em arginina e lisina que se combinam para formar a regiao 
central dos nucleossomos ao redor dos quais o DNA se enrola nos 
cromossomos eucarioticos. (Figura 4-24) 

histona HI Histona de "ligagao" (em oposigao as histonas "cen- 
trais" dos nucleossomos) que se liga ao DNA na regiao da cadeia 
que nao esta ligada ao nucleossomo; auxilia no empacotamento 
dos nucleossomos sob a forma de fibra de cromatina de 30 nm. 
(Figura 4-30) 

homofilica Ligagao entre moleculas do mesmo tipo, principal- 
mente aquelas que envolvem adesao celula-celula. (Figura 19-5) 

homologia Genes, proteinas ou estruturas do corpo que sao 
similares, refletindo uma origem evolutiva comum. 

homologo Urn de dois ou mais genes que possuem sequences 
similares, resultado da derivagao a partir do mesmo gene ancestral. 
0 termo homologo inclui tanto ortologos quanto paralogos. (Figu¬ 
ra 1-21) Ver cromossomos homologos 
hormonio Molecula de sinalizagao liberada por uma celula en- 
docrina na circulagao sanguinea que pode transportar a molecula 
sinalizadora para celulas-alvo distantes. 

hormonio de crescimento (GH) Hormonio de manmferos secre- 
tado pela glandula hipofisaria na corrente sanguinea; estimula o 
crescimento em todo o corpo. 

hormdnios esteroides Hormonios, incluindo cortisol, estrogenio 
e testosterona, que sao moleculas lipfdicas hidrofobicas derivadas 
do colesterol que ativam os receptores nucleares intracelulares. 

HPV Papilomavirus humano; infecta o epitelio cervical e e uma 
importante causa do carcinoma de colo uterino. 

hsp70 mitocondrial Parte de urn grupo de uma proteina de 
multissubunidades ligada a face da matriz do complexo TIM23 que 


atua como urn motor para puxar as proteinas mitocondriais precur¬ 
sors para dentro do espago da matriz. 

IgA Imunoglobulina A; a principal classe de anticorpos nas secre- 
goes, incluindo a saliva, as lagrimas, o leite e as secregoes respirato- 
rias e intestinais. 

IgD Imunoglobulina D; produzida por celulas B virgens imaturas 
apos safrem da medula ossea. As proteinas transmembrana IgD e 
IgM, com o mesmo sftio de ligagao de antigenos, formam os recep¬ 
tores de celulas B (BCRs) nessas celulas. 

IgE Imunoglobulina E; liga-se com alta afinidade, via regiao termi¬ 
nal, aos receptores de classe Fc na superficie de mastocitos (tecidos) 
ou basofilos (sangue), onde atua como urn receptor de antigenos; 
a ligagao de antigenos estimula a secregao de citocinas e aminas 
biologicamente ativas que ajudam a atrair globulos brancos, anti¬ 
corpos e proteinas complemento ao sftio de ativagao. 

IgG Imunoglobulina G; a principal classe de anticorpos do san¬ 
gue, produzidos em grandes quantidades durante respostas imunes 
secundarias mediadas por anticorpos. A regiao terminal de algumas 
subclasses de IgG se liga a receptores Fc especfficos de macrofagos 
e neutrofilos. Complexos antigeno-IgG podem ativar o sistema 
complemento. 

IgM Imunoglobulina M; a primeira classe de imunoglobulinas 
produzida por celulas B em desenvolvimento na medula ossea, 
formando os receptores de superficie das celulas B. Os anticorpos 
IgM sao a principal classe de anticorpos secretados no sangue nas 
etapas iniciais da resposta primaria em resposta a exposigao a urn 
antigeno, onde sua estrutura pentamerica (com 10 sitios de liga¬ 
gao a antigenos) permite a ligagao de alta afinidade ao patogeno. 
Quando ligada a urn antigeno, e altamente eficiente na ativagao do 
sistema complemento. 

iHog Proteina com quatro a cinco dominios semelhantes a imu¬ 
noglobulinas e dois a tres dominios semelhantes a fibronectina 
tipo III; localizada na superficie celular e provavel correceptor de 
proteinas Hedgehog. 

IkB Proteina inibidora que liga dmneros NFkB de alta afinidade e 
os mantem em estado inativo no citoplasma de celulas nao estimu- 
ladas. 

ilha CG Regiao do DNA no genoma dos vertebrados com uma 
grande densidade media de sequences CG; essas regioes geral- 
mente permanecem nao metiladas. 

impressao genomica Fenomeno no qual urn gene e expresso ou 
nao na prole, dependendo de qual dos pais ele foi herdado. (Figura 
7-49) 

imunizagao Metodo de indugao de resposta imune adaptativa 
a patogenos ou moleculas estranhas ao organismo; costuma en- 
volver a injegao simultanea de urn adjuvante, molecula (frequente- 
mente de origem microbiana) que ajuda a ativar a resposta imune 
inata necessaria as respostas adaptativas. 

imunoblotting ver Western blotting 

imunoprecipitagao da cromatina Tecnica pela qual o DNA cro- 
mossomico ligado a uma determinada proteina pode ser isolado e 
identificado a partir da sua precipitagao com urn anticorpo contra a 
proteina. (Figuras 8-66 e 8-67) 

inativagao do X Inativagao de uma copia do cromossomo X nas 
celulas somaticas das femeas de manmferos. 

indicadores sensfveis a ions Moleculas cuja emissao de luz 
reflete a concentragao local de determinado ion; algumas sao lumi- 
nescentes (emitindo luz espontaneamente), enquanto outras sao 
fluorescentes (emitem luz quando expostas a luz). 

indugao sequencial Processo do desenvolvimento que gera urn 
padrao mais complicado progressivamente. Serie de indugoes locais 
pelas quais urn dos dois tipos de celulas presentes em urn tecido 
em desenvolvimento pode produzir urn sinal para induzir as celulas 
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vizinhas a se especializarem de uma terceira maneira; o terceiro 
tipo de celula pode, entao, sinalizar de volta para os outros dois 
tipos de celulas proximas para gerar um quarto e um quinto tipo 
celular, e assim por diante. 

inflamassomo Complexo proteico intracelular formado apos a 
ativagao dos receptores semelhantes a NOD citoplasmaticos com 
proteinas de adaptagao. Contem uma enzima caspase que clive ci- 
tocinas pro-inflamatorias a partir de suas proteinas precursoras. 

inibigao por retroalimentagao Processo pelo qual o produto de 
uma reagao inibe uma reagao preliminar de uma mesma via. (Figu- 
ras 3-55 e 3-56) 

inibidores da apoptose (lAPs) Proteinas intracelulares que ini- 
bem a apoptose. 

iniciador de RNA Pequeno trecho de RNA sintetizado sobre um 
molde de DNA. As DNA-polimerases precisam dele para o infcio da 
sfntese de DNA. 

inicio (ponto de restrigao) Transigao importante no final de G t 
no ciclo celular de eucariotos. A passagem pelo Inicio compromete 
a celula a entrar na fase S. 0 termo foi originalmente utilizado 
apenas para esse ponto do ciclo celular de leveduras; o ponto 
equivalente no ciclo celular de mamfferos foi chamado de ponto de 
restrigao. Neste livro, usaremos Inicio para ambos. (Figura 17-9) 

inositol 1,4,5-trifosfato (IP 3 ) Pequena molecula de sinalizagao 
intracelular produzida durante a ativagao da via de sinalizagao dos 
fosfolipfdeos de inositol. Atua na liberagao de Ca 2+ do retfculo en- 
doplasmatico. (Figuras 15-28 e 15-29) 

instabilidade dinamica Conversao subita do crecimento ao 
encolhimento, e vice-versa, em um filamento proteico como um 
microtubulo ou filamento de actina. (Painel 16-2, p. 902-903) 

instabilidade genetica Taxa de mutagao anormalmente aumen- 
tada espontaneamente, como ocorre nas celulas cancerfgenas. 

integrina Protefna de adesao transmembrana envolvida na ade¬ 
sao de celulas a matriz extracelular e na adesao de uma celula a 
outra. (Figura 19-3 e Tabela 19-1, p. 1037) 

interfase Perfodo longo do ciclo celular entre uma mitose e ou¬ 
tra. Inclui as fases G v S e G 2 . (Figura 17-4) 

interference de RNA (RNAi) Como descrito originalmente, 
mecanismo pelo qual um RNA de fita dupla introduzido experimen- 
talmente induz a destruigao de uma sequencia especffica de mR- 
NAs complementares. 0 termo RNAi e muitas vezes utilizado para 
incluir a inibigao da expressao genica por micro-RNAs (miRNAs) e 
RNAs que interagem com piwi (piRNAs), que sao codificados no 
proprio genoma da celula. 

interferon-a (IFN-ct) e interferon-p (IFN-p) Citocinas (interfe¬ 
rons do tipo I) produzidas por celulas de manmferos como resposta 
geral a uma infecgao viral. 

intron Regiao nao codificadora de um gene eucarioto que e 
transcrita em uma molecula de RNA, mas e removida por splicing 
do RNA durante a produgao do mRNA ou outro RNA funcional. 
(Figura 4-15) 

invadopodios Protrusoes ricas em actina estendendo-se em tres 
dimensoes que sao importantes para que as celulas cruzem as bar- 
reiras teciduais mediante degradagao da matriz extracelular. 
ion hidronio (H 3 0 + ) Molecula de agua associada em um proton 
adicional. Forma geralmente assumida por protons em solugao 
aquosa. 

Janus-cinases (JAKs) Tirosinas-cinase citoplasmaticas associadas 
com receptores de citocinas que fosforilam e ativam os reguladores 
da transcrigao chamados STATs. 

jungao aderente Jungao celular em que a face citoplasmatica da 
membrana plasmatica esta ligada a filamentos de actina. Exemplos 
incluem os cinturoes de adesao que unem celulas epiteliais adja- 


centes e os contatos focais na superffcie inferior de fibroblastos em 
cultura. 

jungao compacta Jungao celula-celula que sela celulas epiteliais 
adjacentes, evitando a passagem da maioria das moleculas dissol- 
vidas de um lado para outro da camada epitelial. (Figuras 19-2 e 
19-21) 

jungao de ancoragem Tipo de jungao celular que une celulas a 
celulas vizinhas ou a matriz extracelular. (Tabela 19-1, p. 1037) 

jungao de Holliday Estrutura em forma de X observada no DNA 
que esta passando por recombinagao, onde as duas moleculas de 
DNA estao unidas no local de recombinagao; tambem chamada de 
permuta de fitas cruzadas. (Figura 5-55) 

jungao do tipo fenda Jungao comunicante celula-celula, em 
forma de um canal, presente na maior parte dos tecidos animais e 
que permite que ions e pequenas moleculas passem do citoplasma 
de uma celula para o citoplasma da proxima celula. 

jungao neuromuscular Sinapse qufmica especializada entre um 
axonio terminal de um neuronio motor e uma celula muscular es- 
queletica. (Figura 11-37) 

lamelipodio Projegao achatada, laminar, sustentada por uma 
rede de filamentos de actina, que se estende no limite anterior de 
uma celula animal em movimento. (Figuras 16-77 e 16-79) 

lamina basal Fina camada de matriz extracelular que separa as 
camadas epiteliais e muitos outros tipos celulares, como celulas 
musculares ou celulas de gordura, do tecido conectivo. Algumas 
vezes e chamada de membrana basal. (Figura 19-51) 

lamina nuclear Rede fibrosa de proteinas na superffcie interna 
da membrana nuclear interna. Ela e composta por uma rede de fi¬ 
lamentos intermediaries formados a partir das laminas nucleares. 

lamina nuclear Subunidade proteica dos filamentos intermedia¬ 
ries que forma a lamina nuclear. 

laminina Proteina fibrosa da matriz extracelular encontrada na 
lamina basal, onde forma uma rede laminar. (Figuras 19-52 e 19-53) 

lectina Proteina que se liga fortemente a um agucar especffico. 
Lectinas presentes em grandes quantidades nas sementes das plantas 
costumam ser utilizadas como reagentes de afinidade para purifica- 
gao de glicoprotefnas, ou para sua deteegao na superffcie de celulas. 

leucemia Cancer dos globulos brancos (leucocitos). 

leucocito Nome geral para todas as celulas sangufneas nucleadas 
desprovidas de hemoglobina, tambem chamados de globulos bran- 
cos. Inclui linfocitos, granulocitos e monocitos. (Figura 22-27) 

ligagao Na ligagao do ligante, o acoplamento conformacional 
entre dois sftios separados de ligagao do ligante em uma proteina, 
de forma que uma alteragao conformacional na protefna induzida 
pela ligagao de um ligante afeta a ligagao de um segundo ligante. 

ligagao covalente Ligagao qufmica estavel entre dois atomos, 
produzida pelo compartilhamento de um ou mais pares de ele- 
trons. (Painel 2-1, p. 90-91) 

ligagao de extremidades nao homologas Mecanismo de re- 
paro do DNA para quebras da dupla fita no qual as extremidades 
quebradas sao unidas e religadas pela ligagao do DNA, em geral 
com perda de um ou mais nucleotfdeos no local da uniao. 

ligagao de hidrogenio Ligagao nao covalente na qual um atomo 
de hidrogenio eletropositivo e parcialmente compartilhado por dois 
atomos eletronegativos. (Painel 2-3, p. 94-95) 

ligante Qualquer molecula que se liga a um local especffico em 
uma protefna ou outra molecula. Do latim, ligare, "ligar". 

ligante Fas Ligante que ativa um receptor de morte celular Fas na 
superffcie de celulas desencadeando a via extrfnseca de apoptose. 

lignina Rede de compostos fenolicos entrelagados que forma a 
rede de apoio das paredes celulares do xilema e dos tecidos lenho- 
sos das plantas. 



1360 Glossario 


limite de resolugao Em microscopia, a menor distancia a partir 
da qual dois pontos podem ser visualizados como objetos separa- 
dos. De apenas 0,2 mm para os microscopios opticos convencio- 
nais, urn limite determinado pelo comprimento de onda da luz. 

linfocito Globulo branco responsavel pela especificidade da 
resposta imune adaptativa. Existem dois tipos principais: celulas B, 
que produzem anticorpos, e celulas T, que interagem diretamente 
com outras celulas efetoras do sistema imune e com celulas infec- 
tadas. As celulas T se desenvolvem no timo e sao responsaveis pela 
imunidade mediada por celulas. As celulas B se desenvolvem na 
medula ossea dos mamfferos e sao responsaveis pela produgao de 
anticorpos circulantes. 

linfoma Cancer dos linfocitos, onde as celulas cancerfgenas sao 
encontradas principalmente nos orgaos linfoides (e nao no sangue, 
como no caso das leucemias). 

lipoprotema de baixa densidade (LDL) Grande complexo com- 
posto por uma unica molecula de protefna e muitas moleculas de 
colesterol esterificadas, juntamente com outros lipideos. Essa e a 
forma na qual o colesterol e transportado na corrente sangufnea e 
captado pelas celulas. (Figura 13-51) 

lipossomo Vesfcula artificial composta por uma camada dupla de 
fosfolipideos, formada em uma suspensao aquosa de moleculas de 
fosfolipideos. (Figura 10-9) 

lisossomo Organela revestida por membrana presente em celu¬ 
las eucarioticas, contendo enzimas digestivas, as quais costumam 
ser mais ativas no pH acido encontrado no lumen dos lisossomos. 
(Figura 13-37) 

lisozima Enzima que catalisa a hidrolise de cadeias de polissacarf- 
deos na parede celular de bacterias. 

lumen Espago dentro de uma estrutura oca. Nas celulas: a ca- 
vidade envolvida por uma membrana de organela. Nos tecidos: a 
cavidade envolta por uma camada de celulas. 

lumen do RE Espago delimitado pela membrana do reticulo en- 
doplasmatico (RE). 

macrofago Celula fagocftica derivada dos monocitos sanguf- 
neos, geralmente residente em muitos tecidos, mas capaz de se 
deslocar. Tern a fungao de "lixeiro" ( scavenger ) e de apresentador 
de antfgeno na resposta imune. 

macromolecula Polfmeros construfdos de cadeias longas de 
pequenas moleculas organicas (contendo carbono) ligadas cova- 
lentemente. As unidades fundamentals a partir das quais a celula e 
construfda e os componentes que conferem as propriedades mais 
distintas das coisas vivas. 

macropinocitose Via endocftica degradativa dedicada, indepen- 
dente de clatrina, induzida na maioria dos tipos celulares pela ativa- 
gao do receptor da superffcie celular por cargas especificas. 

malaria Doenga causada por quatro especies do protozoario 
Plasmodium, que sao transmitidos para os humanos pela picada da 
femea do mosquito Anopheles. 

maligno Descreve tumores e celulas tumorais que sao invasivos 
e/ou capazes de sofrer metastase. Urn tumor maligno e urn cancer. 
(Figura 20-3) 

mapa de destino Representagao que mostra os tipos celulares 
que podem ser originados a partir de uma regiao de urn tecido; por 
exemplo, a partir da blastula. (Figura 21-28) 

mapa neural Mapeamento regular dos neuronios de urn tipo si¬ 
milar, de urn territorio para outro, como aqueles onde ha projegoes 
ordenadas de urn arranjo de neuronios para o outro. 

matriz mitocondrial Grande compartimento interno da mito- 
condria. Compartimento correspondente nos cloroplastos, mais 
comumente conhecido como estroma. 


maturagao da afinidade Aumento progressive na afinidade dos 
anticorpos pelo antfgeno imunizante, com o passar do tempo, apos 
a imunizagao. 

maturagao de endossomos Processo por meio do qual os 
endossomos primario amadurecem para a forma de endossomos 
tardios e endolisossomos; no processo de conversao, a composigao 
de protefnas de membrana do endossomo e alterada, o endossomo 
se desloca da periferia da celula para regioes proximas ao nucleo, 
e o endossomo deixa de reciclar material oriundo da membrana 
plasmatica e compromete seu conteudo de modo irreversfvel para 
o processo de degradagao. 

M-ciclina Tipo de ciclina encontrada em todas as celulas eucario¬ 
ticas e que promove os eventos da mitose. (Figura 17-11) 

mediador local Molecula sinal extracelular que atua nas celulas 
vizinhas. 

medula espinal Feixe de neuronios e celulas de suporte que se 
estende a partir do cerebro. 

megacariocito Grande celula mieloide com o nucleo dividido em 
varios lobos que permanece na medula ossea, quando madura. Ela 
origina as plaquetas a partir de longos processos citoplasmaticos. 
(Figura 22-29) 

meiose I 0 primeiro de dois ciclos de segregagao de cromos- 
somos apos a duplicagao meiotica dos cromossomos; segrega os 
homologos, cada urn composto de urn par de cromatides-irmas 
fortemente ligadas. 

meiose II 0 segundo de dois ciclos de segregagao de cromos¬ 
somos apos a duplicagao meiotica dos cromossomos; segrega as 
cromatides-irmas de cada homologo. 

membrana basal Fina camada de matriz extracelular que separa 
as camadas epiteliais e muitos outros tipos celulares, como celulas 
musculares ou celulas de gordura, do tecido conectivo. Tambem 
chamada de lamina basal. (Figura 19-51) 

membrana externa Membrana mitocondrial que esta em conta- 
to com o citosol. 

membrana interna Membrana mitocondrial que delimita o es¬ 
pago da matriz e forma extensas invaginagoes chamadas cristas. 

membrana mitocondrial externa Membrana que separa a or¬ 
ganela do citosol. 

membrana mitocondrial interna Membrana mitocondrial que 
delimita o espago da matriz e forma extensas invaginagoes chama¬ 
das cristas. 

membrana nuclear externa Uma das duas membranas con- 
centricas que compoe o envelope nuclear; circunda a membrana 
nuclear interna e e contfnua com a membrana nuclear interna e a 
membrana do reticulo endoplasmatico. 

membrana nuclear interna Uma das duas membranas concen- 
tricas que compreendem o envelope nuclear, contfnua com a mem¬ 
brana nuclear externa; contem protefnas especificas como sftios de 
ancoragem para cromatina e a lamina nuclear. 

membrana plasmatica Membrana que envolve uma celula viva. 
(Figura 10-1) 

membrana tilacoide Sistema de membranas no cloroplasto que 
contem os grandes complexos proteicos de membrana para fotos- 
sfntese e fotofosforilagao. 

memoria celular Retengao por parte das celulas e seus descen- 
dentes de padroes de expressao genica alterados de modo perma- 
nente sem nenhuma alteragao na sequencia de DNA. Ver tambem 

heranga epigenetica. 

memoria imunologica Propriedade de longa duragao do siste¬ 
ma imune adaptativo que se segue a uma resposta imune primaria 
a diversos antfgenos, onde urn encontro subsequente com aquele 
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antigeno provocara uma resposta imune secundaria mais rapida e 
mais forte. (Figura 24-16) 

mesoderme Tecido embrionario que e o precursor dos tecidos 
muscular, conectivo e esqueletico, e de muitos dos orgaos internos. 
(Figura 21-3) 

metabolismo A soma total de processos qumnicos que ocorrem 
em uma celula viva. 0 catabolismo e o anabolismo. (Figura 2-14) 

metaloprotease de matriz Enzima proteolitica dependente de 
Ca 2+ ou Zn 2+ , presente na matriz extracelular; degrada as proteinas 
da matriz. Inclui as colagenases. 

metastase Distribuigao de celulas cancerosas do seu local de ori- 
gem para outros locais do corpo. (Figuras 20-1 e 20-16) 

metastases Tumores secundarios em locais do corpo, alem dos 
tumores primarios, resultantes do desprendimento das celulas can¬ 
cerosas, da entrada destas nos vasos sangufneos ou linfaticos e da 
colonizagao em locais separados. 

metilagao do DNA Adigao de grupos metila ao DNA. A metila- 
gao extensa da base citosina em sequences CG e usada em plantas 
e animais para ajudar a manter os genes em seu estado inativo. 

metodo de Forster de transference de energia de ressonan- 
cia ver transference de energia por ressonancia de fluores¬ 
cence (FRET) 

microarranjos de DNA Urn grande arranjo de moleculas de DNA 
curtas (cada uma com sequencia conhecida) ligadas a uma lamina 
de vidro de microscopio ou outro suporte adequado. Usados para 
monitorar a expressao simultanea de milhares de genes: o mRNA 
isolado a partir de celulas-teste e convertido em cDNA, que, por 
sua vez, e hibridizado ao microarranjo. (Figura 8-64) 

microbioma Genomas combinados das varias especies de uma 
microbiota definida. 

microbiota Coletivo dos microrganismos que residem dentro ou 
sobre urn organismo. 

microeletrodo Pedago de urn tubo fino de vidro, puxado para 
uma ponta ainda mais fina, usado para injetar uma corrente eletri- 
ca nas celulas ou para estudar as concentragoes intracelulares dos 
ions inorganicos comuns (como H + , Na + , K + , Cl“ e Ca 2+ ) em uma 
unica celula viva pela insergao da sua ponta diretamente no interior 
da celula atraves da membrana plasmatica. 

microfibrilas de celulose Agregados cristalinos altamente orga- 
nizados formados por feixes de cerca de 40 cadeias de celulose or- 
ganizadas com a mesma polaridade e unidas em arranjos paralelos 
sobrepostos por ligagoes de hidrogenio entre moleculas adjacentes 
de celulose. 

micro-RNAs (miRNAs) Pequenos RNAs (cerca de 21 nucleoti- 
deos) observados em eucariotos, gerados pelo processamento de 
transcritos especializados de RNA, codificados no genoma, que 
regulam a expressao genica mediante pares de bases com o mRNA. 
(Figura 7-75) 

microscopia crioeletronica Tecnica para o estudo de finas 
camadas de uma suspensao aquosa de material biologico que foi 
congelado rapidamente, gerando gelo vitreo. A amostra e mantida 
congelada e transferida para urn microscopio eletronico. 0 con- 
traste da imagem e baixo, mas e gerado apenas pelas estruturas 
macromoleculares presentes na amostra. 

microscopia de campo escuro Tipo de microscopia optica em 
que os raios de luz obliquos focados na amostra nao incidem sobre 
a lente objetiva, mas a luz que e refletida pelos componentes da 
celula viva pode ser coletada para produzir uma imagem em urn 
fundo escuro. (Figura 9-7) 

microscopia eletronica de imunolocalizagao com ouro Me¬ 
todo que permite a localizagao de macromoleculas especificas uti- 
lizando urn anticorpo primario que se liga a molecula de interesse 


e sua detecgao com urn anticorpo secundario ligado a particulas 
de ouro coloidal. A particula de ouro e eletrodensa e pode ser vista 
como urn ponto preto ao microscopio eletronico. (Figura 9-45) 

microscopia eletronica de varredura Tipo de microscopia 
eletronica que produz uma imagem da superficie de urn objeto. 
(Figura 9-50) 

microscopio confocal Tipo de microscopio optico que produz 
uma imagem nitida de urn determinado piano dentro de urn objeto 
solido. Utiliza urn feixe de laser como fonte de iluminagao localiza- 
da e atravessa o piano para produzir uma "secgao optica" bidimen- 
sional. (Figura 9-19) 

microscopio de campo claro Microscopio optico normal em 
que a imagem e obtida pela simples transmissao da luz atraves do 
objeto que esta sendo visualizado. 

microscopio de contraste de fase Tipo de microscopio optico 
que explora os efeitos de interference que ocorrem quando a luz 
passa atraves de materials com diferentes indices de refragao. Usa¬ 
do para visualizagao de celulas vivas. (Figura 9-7) 

microscopio de contraste de interference diferencial Tipo 
de microscopio optico que explora os efeitos de interference que 
ocorrem quando a luz passa atraves de partes de uma celula com 
indices diferentes de refragao. Usado para visualizagao de celulas 
vivas nao coradas. 

microscopio de fluorescencia Microscopio destinado a 
visualizagao do material marcado com corantes ou proteinas flu- 
orescentes. Similar ao microscopio optico, mas a luz passa por 
urn conjunto de filtros antes de chegar a amostra para selecionar 
aqueles comprimentos de onda que excitam o corante, e por outro 
conjunto de filtros antes de chegar ao olho para selecionar apenas 
aqueles comprimentos de onda emitidos quando o corante fluores¬ 
ce. (Figura 9-12) 

microscopio eletronico Tipo de microscopio que utiliza urn feixe 
de eletrons para gerar a imagem. 

microscopio optico Microscopio que utiliza luz visivel para criar 
a imagem. 

microssomo Pequena vesicula derivada de fragmentos do reticu- 
lo endoplasmatico produzidos quando as celulas sao homogeneiza- 
das. (Figura 12-34) 

microtubulo astral No fuso mitotico, qualquer urn dos microtu- 
bulos que se irradiam do aster e que nao estao ligados a urn cine- 
tocoro de urn cromossomo. 

microtubulo do cinetocoro Em urn fuso mitotico ou meiotico, 
urn microtubulo que conecta o polo do fuso ao cinetocoro de urn 
cromossomo. 

microtubulo interpolar No fuso mitotico ou meiotico, uma in- 
tersinalizagao de microtubulos na regiao equatorial, com os micro- 
tubulos se projetando a partir do outro polo. (Figura 17-23) 

mioblasto Celula mononuclear e indiferenciada, precursora da 
celula muscular. Uma celula muscular esqueletica e formada pela 
fusao de multiplos mioblastos. (Figura 22-19) 

miofibrila Feixe longo e altamente organizado de actina, miosina 
e outras proteinas, presente no citoplasma de celulas musculares, 
e que se contrai por urn mecanismo de deslizamento entre os fila- 
mentos. 

miosina Tipo de proteina motora que utiliza energia a partir da 
hidrolise do ATP para se mover ao longo dos filamentos de actina. 

mitocdndria Organela delimitada por membrana, com o tama- 
nho aproximado de uma bacteria, que realiza a fosforilagao oxida- 
tiva e produz a maior parte do ATP nas celulas eucarioticas. (Figura 
1-28) 

mitogeno Molecula de sinalizagao extracelular que estimula a 
proliferagao celular. 
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modelo de maturagao de cisternas Uma hipotese para como 
o aparelho de Golgi e formado e como sua estrutura polarizada e 
mantida e como as moleculas se deslocam de uma cisterna para 
outra. Esse modelo considera as cisternas como estruturas dinami- 
cas que amadurecem de etapas iniciais a etapas tardias adquirindo 
e perdendo proteinas especificas residentes no Golgi na medida em 
que se movem pelas pilhas de Golgi com carga. 

modelo de transporte vesicular Uma hipotese para como o 
aparelho de Golgi alcanga e mantem sua estrutura polarizada e 
como as moleculas se movem de uma cisterna para outra. Este 
modelo sustenta que as cisternas do Golgi sao estruturas de vida 
longa que conservam seu conjunto caracterfstico de proteinas 
residentes no Golgi firmemente no lugar, e as proteinas-carga sao 
transportadas de uma cisterna para a proxima por vesiculas de 
transporte. 

modulo MAP-cinase (modulo de proteina-cinase ativada por 
mitogenos) Urn modulo de sinalizagao intracelular composto por 
tres proteinas-cinase atuando em sequencia, sendo a MAP-cinase 
a ultima dessas proteinas. Ativada em geral pela proteina Ras em 
resposta a sinais extracelulares. (Figura 15-49) 

molde Uma fita simples de DNA ou RNA cuja sequencia de 
nucleotideos atua como urn guia para a sfntese de uma fita com- 
plementar. (Figura 1-3) 

molecula de sinalizagao extracelular Qualquer sinalizador 
qumnico secretado ou presente na superficie celular e que se liga 
a receptores regulando a atividade da celula que expressa esse 
receptor. 

monocito Tipo de globulo branco que deixa a corrente san- 
gufnea e matura, originando os macrofagos, nos tecidos. (Figura 
22-27) 

montador da cinta Complexo proteico que utiliza a hidrolise de 
ATP para ligar a cinta deslizante a uma jungao entre o oligonucleo- 
tfdeo iniciador e uma molecula-molde no processo de replicagao 
do DNA. 

morfogenese Processo do desenvolvimento no qual as celulas 
sofrem movimentos e deformagoes a fim de se agruparem em teci¬ 
dos e orgaos com formas e tamanhos especificos. 

morfogeno Molecula de sinalizagao difusivel que pode impor 
urn padrao em urn campo de celulas por fazer as celulas em dife- 
rentes locais adotarem destinos diferentes. (Figura 21-8) 

morte celular programada Uma forma de morte celular na qual 
a celula comete "suicidio" pela ativagao de urn programa de morte 
intracelular. 

mTOR Versao dos manmferos da grande proteina-cinase chamada 
TOR, envolvida na sinalizagao celular; mTOR existe em dois comple- 
xos multiproteicos distintos funcionalmente. 

mundo de RNA Hipotese de que a vida inicial na Terra era 
baseada principalmente em moleculas de RNA que tanto armaze- 
navam informagao genetica como catalisavam reagoes bioquimicas. 

mutagao Alteragao hereditaria na sequencia de nucleotideos de 
urn cromossomo. (Painel 8-2, p. 486-487) 

mutagao condicional Uma mutagao que altera uma proteina ou 
molecula de RNA de modo que sua fungao e alterada apenas sob 
certas condigoes, como temperaturas muito altas ou muito baixas. 

mutagoes somaticas No cancer, uma ou mais anormalidades 
detectaveis na sequencia de DNA das celulas tumorais que as dis- 
tinguem das celulas somaticas normais que envolvem o tumor. 

mutualismo Relagao ecologica entre microbios e seu hospedeiro 
na qual tanto o microbio como o hospedeiro se beneficiam. 

Myc Proteina de regulagao de transcrigao ativada quando a celula 
e estimulada, por sinais extracelulares, a crescer e se dividir. Ela 
ativa a transcrigao de diversos genes, incluindo os que estimulam o 
crescimento celular. (Figura 17-61) 


NAD /NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo/nicoti- 
namida adenina dinucleotideo reduzido) Sistema carreador 
de eletrons que participa de reagoes de oxidagao-redugao, como 
a oxidagao de moleculas de comida. NAD + aceita o equivalente 
a urn ion hidreto (H', urn proton e dois eletrons) para se tornar o 
carreador ativado NADH. 0 NADH formado doa seus eletrons de 
alta energia para uma etapa de geragao de ATP da fosforilagao oxi- 
dativa. (Figura 2-36) 

NADP /NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleo- 
tideo/fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo redu¬ 
zido) Sistema carreador de eletrons, similar ao sistema NAD + / 
NADH, mas de uso quase exclusivo nas vias de biossintese redutiva, 
e nao nas vias catabolicas. (Figura 2-36) 

nao disjungao Evento de ocorrencia ocasional durante a meiose 
em que urn par de cromossomos homologos nao se separa, resul- 
tando em uma celula germinativa que possui cromossomos a mais 
ou a menos. 

Netrina Proteina-sinal, secretada por celulas da placa ventral do 
tubo neural responsavel pela atragao dos cones de crescimento dos 
axonios na diregao e atraves da linha media. 

neurofilamento Tipo de filamento intermediario encontrado nas 
celulas nervosas. (Figura 16-72) 

neuronio (celula nervosa) Celula condutora de impulsos do 
sistema nervoso, com longos processos especializados em receber, 
conduzir e transmitir sinais. (Figuras 11-28 e 21-66) 

neurotransmissor Pequena molecula de sinalizagao secretada 
por uma celula nervosa pre-sinaptica em uma sinapse qumnica para 
passar o sinal a uma celula pos-sinaptica. Exemplos incluem acetil- 
colina, glutamato, GABA, glicina e muitos neuropeptideos. 

neurotransmissor excitatorio Neurotransmissor que promove 
a abertura dos canais de cation na membrana pos-sinaptica indu- 
zindo o influxo de Na + e, em diversos casos, de Ca 2+ , que despola- 
rizam a membrana pos-sinaptica no sentido do limiar de potencial 
para disparar outro potencial de agao. 

neurotransmissor inibitorio Neurotransmissor que abre canais 
de K + ou Cl' controlados por transmissor na membrana pos-sinap¬ 
tica de uma celula nervosa ou muscular e, dessa forma, tende a 
inibir a geragao de urn potencial de agao. 

neurotrofina Fanmlia de proteinas-sinal que promovem a sobre- 
vivencia e o crescimento de classes especificas de neuronios. 

neutrofilo Globulo branco especializado na captagao de material 
particulado mediante fagocitose. Entra nos tecidos que se tornam 
infectados ou inflamados. (Figura 24-5) 

nicho de celulas-tronco Microambiente especializado em urn 
tecido no qual as celulas-tronco em autorrenovagao podem ser 
mantidas. 

NO sintase (NOS) Enzima que sintetiza o oxido nitrico (NO) pela 
desaminagao da arginina. (Figura 15-40B) 

Notch Receptor proteico transmembrana (e regulador de transcri¬ 
gao latente) envolvido em muitos estagios de escolha do destino ce¬ 
lular durante o desenvolvimento animal, como na especificagao de 
celulas nervosas a partir do epitelio ectodermico. Seus ligantes sao 
proteinas da superficie celular, como Delta e Serrate. (Figura 15-59) 

NSF ATPase hexamerica que desmonta urn complexo de uma 
v-SNARE e uma t-SNARE. (Figura 13-20) 

nuclease de restrigao Uma dentre urn grande numero de nu¬ 
cleases que podem clivar uma molecula de DNA em qualquer sitio 
onde uma pequena sequencia de nucleotideos ocorre. Amplamen- 
te utilizada em tecnologia de DNA recombinante. (Figura 8-24) 

nucleolo Estrutura no nucleo onde o rRNA e transcrito e ocorre a 
montagem das subunidades ribossomicas. (Figura 4-9) 

nucleoporina Qualquer uma das numerosas proteinas diferentes 
que compoem os complexos de poro nuclear. 
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nucleossomo Estrutura em forma de conta na cromatina eucari- 
otica, composta por um pequeno segmento de DNA enrolado em 
torno de um nucleo de oito proteinas histonas. Unidade estrutural 
fundamental da cromatina. (Figuras 4-22 e 4-23) 

nucleotideo Nucleosfdeo com um ou mais grupos fosfato, uni- 
dos por ligagoes ester a molecula de agucar. DNA e RNA sao polf- 
meros de nucleotideos. (Painel 2-6, p. 100-101) 

oligodendrocito Tipo de celula da glia, no sistema nervoso cen¬ 
tral de vertebrados, que forma a bainha de mielina ao redor dos 
axonios. Compare com celula de Schwann. 

oligossacarideos complexos Grande classe de oligossacarideos 
unidos por ligagoes N, ligados a glicoproteinas de manmferos no 
reticulo endoplasmatico e modificados no aparelho de Golgi, inclui 
A/-acetilglicosamina, galactose, acido sialico e residuos de fucose. 

oligossacarideos ricos em manose Ampla classe de oligossa¬ 
candeos de ligagao N ligados a glicoproteinas de manmferos no 
reticulo endoplasmatico, contendo dois residuos de A/-acetilglicosa- 
mina e diversos residuos de manose. 

oncogene Um gene alterado cujo produto pode agir de modo 
dominante no surgimento de uma celula cancerosa. Em geral, um 
oncogene e uma forma mutante de um gene normal (proto-onco¬ 
gene) envolvido no controle do crescimento ou da divisao celular. 
(Figura 20-17) 

optogenetica Uso de canais de rodopsina modificados geneti- 
camente e outros canais ionicos que respondem a luz e transpor- 
tadores para modular a fungao dos neuronios e ainda analisar os 
neuronios e circuitos que sustentam fungoes complexas, incluindo 
o comportamento em animais. (Figura 11-32) 

organela Compartimento subcelular, ou grande complexo ma- 
cromolecular, geralmente delimitado por membrana, que possui es¬ 
trutura, composigao e fungao distintas. Exemplos: nucleo, nucleolo, 
mitocondria, aparelho de Golgi e centrossomos. (Figura 1-25) 

organismo transgenico Planta ou animal que teve incorporado, 
de maneira estavel, um ou mais genes oriundos de outra celula ou 
organismo (por insergao, delegao e/ou substituigao) e que pode pas- 
sar esses genes para as geragoes sucessivas. (Figuras 8-53 e 8-70) 

organismo-modelo Uma especie estudada intensivamente por 
um longo perfodo e que, portanto, serve como um "modelo" para 
a derivagao de princfpios biologicos fundamentais. 

Organizador Tecido especializado, na extremidade dorsal do 
blastoporo em embrioes de anffbio; fonte de sinais que ajudam a 
coordenar a formagao do eixo do corpo embrionario. 

orgao linfoide Orgao contendo um grande numero de linfo- 
citos. Linfocitos sao produzidos em orgaos linfoides primarios e 
respondem aos antigenos em orgaos linfoides secundarios. (Figura 
24-12) 

orgao linfoide central (primario) Orgao no qual os linfocitos T 
ou B sao produzidos a partir de celulas precursoras. Em manmferos 
adultos, esses orgaos sao o timo e a medula ossea respectivamen- 
te. (Figura 24-12) 

orgao linfoide periferico (secundario) Orgao linfoide no qual 
as celulas T e as celulas B interagem e respondem a antigenos es- 
tranhos. Exemplos: bago, linfonodos e orgaos linfoides associados a 
mucosa. (Figura 24-12) 

origem de replicagao Local em uma molecula de DNA no qual a 
duplicagao do DNA se inicia. (Figuras 4-19 e 5-23) 

ortologos Genes ou proteinas de diferentes especies e que pos- 
suem sequences similares, pois sao descendentes de um mesmo 
gene presente no ultimo ancestral comum a essas especies. (Figura 
1 - 21 ) 

osso Tecido conectivo denso e rfgido composto por uma mistura 
de fibras de alta resistencia (fibrilas de colageno tipo I) que resistem 


a forgas tensoras e partfculas solidas (fosfato de calcio na forma de 
cristais de hidroxiapatita) que resistem a forgas de compressao. 

osteoblasto Celula que secreta a matriz ossea. (Figura 22-14) 

osteocito Celula localizada nos ossos e que nao se divide; de- 
rivada de um osteoblasto e embebida na matriz ossea. (Figura 
22-14) 

osteoclasto Celula semelhante a um macrofago que faz a erosao 
do osso, possibilitando a sua remodelagem durante o crescimento 
e em resposta ao estresse ao longo da vida. (Figura 22-16) 

oxidagao Perda de eletrons de um atomo, como a que ocorre 
na adigao de oxigenio a uma molecula, ou quando um atomo de 
hidrogenio e removido. O oposto de redugao. (Figura 2-20) 

oxido nitrico (NO) Molecula de sinalizagao gasosa bastante uti- 
lizada na comunicagao celula-celula, tanto em animais quanto em 
plantas. (Figura 15-40) 

p53 Gene supressor de tumor que se encontra mutado em 
aproximadamente metade dos canceres humanos. Protefna de 
regulagao de transcrigao ativada por danos ao DNA e envolvida no 
bloqueio da progressao do ciclo celular. (Figura 20-27) 

P53 Protefna de regulagao da transcrigao ativada por danos ao 
DNA e envolvida no bloqueio da progressao do ciclo celular. (Figu¬ 
ras 20-37 e 20-40) 

padroes moleculares associados a patogenos (PAMPs) Mo- 

leculas associadas a microbios, ausentes ou sequestradas no 
organismo hospedeiro, que frequentemente ocorrem em padroes 
repetidos que sao reconhecidos por receptores de reconhecimento 
de padroes (PRRs) dentro ou sobre celulas do sistema imune inato. 
PAMPs estao presentes em varias moleculas microbianas, incluindo 
acidos nucleicos, lipfdeos polissacarfdeos e proteinas. 

papilomavirus Classe de virus responsaveis por verrugas huma- 
nas e exemplo perfeito dos virus de DNA tumorais, sendo causa de 
cancer de colo do utero. 

par de bases Dois nucleotideos em uma molecula de RNA ou 
DNA que estao pareados por ligagoes de hidrogenio; por exemplo, 
G com C e A com T ou U. 

par redox Par de moleculas no qual uma molecula atua como 
um doador de eletrons e a outra atua como um aceptor de eletrons 
em uma reagao de oxidagao-redugao: por exemplo, NADH (doador 
de eletrons) e NAD + (aceptor de eletrons). (Painel 14-1, p. 765) 

paralogos Genes ou proteinas que sao semelhantes nas suas 
sequences, pois sao resultado de um evento de duplicagao genica 
ocorrido em um organismo ancestral. Aqueles em dois organismos 
diferentes apresentam menos probabilidade de ter a mesma fungao 
do que os ortologos. Compare com ortologos. (Figura 1-21) 

parasita protozoario Organismo eucariotico movel, unicelular, 
nao fotossintetico, por exemplo Plasmodium. 

parasitismo Relagao ecologica entre microbios e seu hospedeiro 
na qual o microbio se beneficia em prejufzo do hospedeiro, como 
muitas vezes e o caso dos patogenos. 

pareamento Na meiose, o alinhamento de dois cromossomos 
homologos ao longo do seu comprimento. (Figura 17-54) 

parede celular primaria A primeira parede celular produzida 
por uma celula vegetal em desenvolvimento. Ela e fina e flexfvel, 
permitindo espago para o crescimento celular. (Figura 19-63) 

parede celular secundaria Parede celular rfgida permanente 
que se encontra abaixo da parede celular primaria em certas celulas 
vegetais que complementaram o seu crescimento. 

particula de reconhecimento de sinal (SRP) Partfcula de ribonu- 
cleoprotefna que liga uma sequencia sinalizadora do RE a uma ca- 
deia polipeptfdica parcialmente sintetizada e dirige o polipeptfdeo e 
o seu ribossomo ligado ate o reticulo endoplasmatico. (Figura 12-36) 
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passageiras Mutagoes que ocorreram na mesma celula que a 
mutagao condutora, mas que sao irrelevantes para o desenvolvi- 
mento do cancer. 

Patched Proteina transmembrana prevista para cruzar a membra- 
na plasmatica 12 vezes; a maioria esta nas vesfculas intracelulares 
e algumas estao sobre a superffcie celular onde se ligam a proteina 
Hedgehog. 

patogeno Um organismo, celula, virus ou prion que causa doengas. 

patogenos extracelulares Patogenos que perturbam celulas 
hospedeiras e podem causar graves doengas sem que ocorra sua 
replicagao no interior da celula hospedeira. 

patogenos facultativos Bacterias que se replicam no meio am- 
biente, na agua ou no solo e somente causam doenga se encontra- 
rem um hospedeiro suscetfvel. 

patogenos intracelulares Patogenos, incluindo todos os virus e 
muitas bacterias e protozoarios, que entram e replicam dentro das 
celulas hospedeiras para causar doenga. 

patogenos obrigatorios Bacterias que podem se replicar ape- 
nas dentro do hospedeiro. 

patogenos oportunistas Microbios da flora normal que podem 
causar doenga apenas se os sistemas imunes estiverem enfraquecidos 
ou se ganharem acesso a uma parte do corpo normalmente esteril. 

patogenos primarios Patogenos que podem causar uma 
doenga evidente na maioria das pessoas saudaveis. Alguns causam 
infecgoes epidemicas ameagadoras a vida e se disseminam rapida- 
mente entre os hospedeiras; outros patogenos primarios potenciais 
podem infectar de forma persistente um unico indivfduo por anos 
sem causar uma doenga clara, com o hospedeiro muitas vezes des- 
conhecendo o fato de estar infectado. 

pectina Mistura de polissacarfdeos ricos em acido galacturonico; 
forma uma matriz altamente hidratada na qual a celulose esta em- 
bebida nas paredes celulares de plantas. (Figura 19-63) 

peptidase-sinal Enzima que remove uma sequencia sinalizadora 
terminal de uma proteina uma vez que o processo de enderega- 
mento esteja completo. (Figura 12-35) 

pequeno RNA nuclear (snRNA) Moleculas de RNA pequenas 
complexadas com protefnas para formar as partfculas de ribonucle- 
oprotefnas (snRNPs) envolvidas no splicing do RNA. (Figuras 6-28 e 
6-29) 

pequeno RNA nucleolar (snoRNA) Pequenos RNAs encontra- 
dos no nucleolo, com varias fungoes, incluindo guiar modificagoes 
de rRNAs precursores. (Tabela 6-1, p. 305, e Figura 6-41) 

pequenos RNAs de interference (siRNAs) RNAs de dupla fita 
curtos (21 a 26 nucleotfdeos) que inibem a expressao genica pelo 
direcionamento da destruigao dos mRNAs complementares. A pro- 
dugao dos siRNAs normalmente e acionada pelo RNA de fita dupla 
introduzido de forma exogena. (Figura 7-77) 

perda da heterozigosidade 0 resultado da recombinagao ho- 
mologa errante que utiliza o homologo do outro progenitor em vez 
da cromatide-irma como molde, convertendo a sequencia do DNA 
reparado para a do outro homologo. 

peroxinas Formam uma proteina translocadora que participa na 
importagao de proteinas para dentro dos peroxissomos. 

peroxissomo Pequena organela delimitada por membrana que 
utiliza oxigenio molecular para oxidar moleculas organicas. Contem 
algumas enzimas que produzem e outras que degradam peroxido 
de hidrogenio (H 2 0 2 ). (Figura 12-27) 

pinocitose Literalmente, "bebido pela celula". Tipo de endoci- 
tose em que os materials soluveis sao continuamente captados do 
meio em pequenas vesfculas e movidos para dentro de endossomos 
junto com as moleculas ligadas a membrana. Compare com fago- 
citose. (Figura 13-48) 


piRNAs (RNAs que interagem com piwi) Classe de pequenos 
RNAs nao codificadores produzidos na linhagem germinativa, 
em complexo com as proteinas Piwi, que mantem sob controle 
o movimento dos elementos de transposigao pelo silenciamento 
transcricional dos genes de transposon e pela destruigao dos RNAs 
produzidos por eles. 

placa celular Estrutura achatada ligada a membrana que se 
forma a partir da fusao de vesfculas do citoplasma de uma celula 
vegetal em divisao, sendo o precursor da nova parede celular. 

placa metafasica Plano imaginario perpendicular ao fuso mitoti- 
co e equidistante dos dois polos do fuso; piano em que os cromos- 
somos estao posicionados na metafase. (Painel 17-1, p. 980-981) 

plaqueta Fragmento celular, sem nucleo, que se desprende de 
um megacariocito na medula ossea e e encontrado em grande 
numero na corrente sangufnea. As plaquetas auxiliam na iniciagao 
da coagulagao do sangue quando os vasos sangufneos sao danifi- 
cados. (Figura 22-29) 

plasmodesmo Nas plantas, equivale a jungao tipo fenda. Jungao 
comunicante celula-celula em plantas na qual um canal de citoplas¬ 
ma revestido por membrana plasmatica une duas celulas adjacen- 
tes atraves de um pequeno poro nas suas paredes celulares. 

plasticidade sinaptica Alteragoes na forga com a qual uma sinap- 
se qufmica transmite um sinal. Acredita-se que seja importante na 
formagao da memoria, onde as concentragoes do receptor pos-sinap- 
tico AMPA sao moduladas em resposta a uma atividade de sinapse. 
pluripotente Descreve a celula que tern o potencial de dar ori- 
gem a todos ou quase todos os tipos celulares do corpo adulto. 
polaridade celular planar Tipo de simetria celular observada em 
alguns epitelios, de modo que cada celula tenha um vetor de pola¬ 
ridade orientado no piano do epitelio. (Figura 21-51) 

polarizado No epitelio, a parte basal da celula, aderente a la¬ 
mina basal abaixo, difere da extremidade apical, exposta ao meio 
acima; portanto, todos os epitelios e suas celulas individuals sao 
estruturalmente polarizados. 

polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) Variagao entre 
indivfduos em uma populagao devido a uma diferenga relativamen- 
te comum em um nucleotfdeo especffico em determinado ponto 
na sequencia de DNA. 

polimorfismos Descreve sequences genomicas que coexistem 
como duas ou mais variantes de sequences em alta frequencia em 
uma populagao. 

polipeptideo Polfmero linear composto por aminoacidos. As 
protefnas sao grandes polipeptfdeos, e os dois termos podem ser 
usados como sinonimos. (Painel 3-1, p. 112-113) 

polirribossomo mRNA comprometido com multiplos ribossomos 
no ato da tradugao. 

ponto de restrigao Transigao importante no final de no ciclo 
celular eucariotico; faz a celula entrar na fase S. 0 termo foi origi- 
nalmente utilizado para essa transigao no ciclo celular de mamffe- 
ros; neste livro, utilizamos o termo Start (Infcio). (Figura 17-9) 
ponto de verificagao da formagao do fuso Sistema regulador 
que funciona durante a mitose para assegurar que todos os cro- 
mossomos estejam ligados apropriadamente ao fuso antes que se 
inicie a separagao das cromatides-irmas. (Figura 17-9 e Painel 17-1, 
p. 980-981) 

porina Protefnas formadoras de canal das membranas externas 
de bacterias, mitocondrias e cloroplastos. 

pos-traducional Que ocorre apos o termino da tradugao. 

potencial de agao Excitagao eletrica rapida, transitoria e que se 
autopropaga na membrana plasmatica de uma celula, como um 
neuronio ou celula muscular. Potenciais de agao, ou impulsos ner- 
vosos, tornam possfvel a sinalizagao a longa distancia no sistema 
nervoso. (Figura 11-31) 
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potencial de membrana Diferenga de voltagem atraves de uma 
membrana devido a um leve excesso de ions positivos em um lado 
da membrana e de ions negativos no outro lado. Um potencial de 
membrana tipico para uma membrana plasmatica de uma celula 
animal e -60 mV (o interior da celula e negativo em relagao ao flui- 
do circundante). (Figura 11-23) 

potencial de repouso de membrana Potencial eletrico atraves 
da membrana plasmatica de uma celula em repouso, isto e, uma 
celula que nao foi estimulada para abrir canais ionicos alem daque- 
les que normalmente estao abertos. 

potencial redox Afinidade de um par redox por eletrons, geral- 
mente medida como a diferenga de voltagem entre uma mistura 
equimolar do par e do padrao de referenda. NADH/NAD + possui 
um baixo potencial redox e 0 2 /H 2 possui um alto potencial redox 
(alta afinidade por eletrons). (Painel 14-1, p. 765) 

potencializagao de longo prazo (LTP) Aumento de longa 
duragao (dias a semanas) na sensibilidade de certas sinapses no 
cerebro, induzido por descargas curtas e repelidas nos neuronios 
pre-sinapticos. (Figura 11-44) 

precursor comprometido Celula derivada de uma celula-tronco 
que se divide um numero limitado de vezes antes de passar pela 
diferenciagao terminal; tambem conhecido como celula amplifica- 
dora em transito. 

pressao de turgescencia Grande pressao hidrostatica desenvol- 
vida dentro da celula vegetal como resultado da captagao de agua 
por osmose; e a forga que dirige a expansao celular no crescimento 
da planta e mantem a rigidez dos caules e das folhas das plantas. 

procarioto Microrganismo unicelular cujas celulas nao possuem 
um nucleo bem definido, envolvido por membrana. Tanto bacterias 
como arqueias. (Figura 1-17) 

processamento de imagens Tecnica computacional de micros- 
copia que processa imagens digitalmente para extrair informagoes 
latentes. Permite a compensagao de falhas opticas em microsco- 
pios, o aumento do contraste para melhorar a detecgao de peque- 
nas variagoes de intensidade de luz e a subtragao de irregularidades 
de rufdo em sistemas opticos. 

progressao tumoral 0 processo pelo qual uma anomalia inicial 
no comportamento celular gradualmente evolui para um cancer 
bem desenvolvido. (Figuras 20-8 e 20-9) 

promotor Sequencia de nucleotfdeos no DNA a qual a RNA- 
-polimerase se liga para iniciar a transcrigao. (Figura 7-17) 

proteassomo Grande complexo proteico no citosol com ativida- 
de proteolftica responsavel pela degradagao de proteinas que fo- 
ram marcadas para destruigao por ubiquitinagao ou outros meios. 
(Figuras 6-83 e 6-84) 

proteina 0 principal componente macromolecular das celulas. 
Um polfmero linear de aminoacidos ligados por ligagoes peptfdicas 
em uma sequencia especffica. (Figura 3-1) 

proteina adaptadora, adaptador Termo geral para proteinas 
que funcionam apenas na ligagao de duas proteinas diferentes em 
uma via de sinalizagao ou em um complexo de proteinas. (Figura 
15-11) 

proteina alosterica Uma proteina capaz de adotar ao menos 
duas conformagoes distintas, para as quais a associagao de um 
ligante em um sitio de ligagao induz uma alteragao conformacional 
que altera a atividade da proteina em um segundo sitio de ligagao; 
isso permite que um tipo de molecula em uma celula altere o re¬ 
sultado final de uma molecula distinta, uma caracterfstica bastante 
utilizada na regulagao de enzimas. 

proteina associada a membrana Proteina de membrana que 
nao se estende para dentro do interior hidrofobico da bicamada 
lipfdica, mas se liga a uma das faces da membrana por interagoes 
nao covalentes com outras proteinas de membrana. (Figura 10-17) 


proteina associada a microtubulos (MAP) Qualquer proteina 
que se liga aos microtubulos e modifica suas propriedades. Varios 
tipos diferentes foram identificados, incluindo proteinas estrutu- 
rais, como a MAP2, e proteinas motoras, como a dinefna. (Nao 
confundir com "MAP" de MAP-cinase [protefna-cinase ativada por 
mitogenos].) 

proteina ativadora de GTPase (GAP) Proteina que se liga a 
uma GTPase causando a sua inativagao, por estimular sua atividade 
GTPasica, levando a enzima a hidrolisar em GDP o GTP que esta 
ligado a ela. (Figura 15-8) 

proteina-cinase Enzima que transfere o grupo fosfato terminal 
do ATP para um ou mais aminoacidos especificos (serina, treonina 
ou tirosina) de uma protefna-alvo. 

proteina-cinase C (PKC) Proteina-cinase dependente de Ca 2+ 
que, quando ativada por diacilglicerol e por um aumento na con- 
centragao de Ca 2+ citosolico, fosforila protefnas-alvo em resfduos 
especificos de serina e treonina. (Figura 15-29) 

proteina-cinase dependente de AMP ciclico (proteina-cinase 
A, PKA) Enzima que fosforila protefnas-alvo em resposta ao au¬ 
mento de AMP ciclico intracelular. (Figura 15-26) 

proteina de ligagao a CRE (CREB) Regulador da transcrigao 
que reconhece o elemento de resposta ao AMP ciclico (CRE) na 
regiao reguladora dos genes ativados por cAMP. Apos ser ativada 
pela PKA, a CREB fosforilada se liga a um coativador da transcrigao 
(proteina de ligagao a CREB, ou CBP) estimulando a transcrigao dos 
genes-alvo. 

proteina de ligagao ao DNA de fita simples (SSB) Proteina 
que se liga as fitas simples da dupla- helice de DNA aberta, impe- 
dindo que a estrutura em helice se forme novamente enquanto o 
DNA esta sendo replicado. (Figura 5-15) 

proteina de ligagao ao GTP Tambem chamada de GTPase; enzi¬ 
ma que converte GTP em GDP. 

proteina de membrana Proteina anfifflica de estrutura e fungao 
diversas que se associa com a bicamada lipfdica das membranas 
celulares. (Figura 10-17) 

proteina de resistencia a multiplas drogas (MDR) Tipo de 
proteina transportadora ABC que pode bombear drogas hidrofobi- 
cas (como alguns farmacos antitumorais) para fora do citoplasma 
das celulas eucarioticas. 

proteina de suporte Proteina que liga grupos de proteinas sina- 
lizadoras intracelulares em complexos de sinalizagao, muitas vezes 
ancorando o complexo em um local especffico na celula. (Figura 
15-10) 

proteina de transporte de membrana Proteina de membra¬ 
na que medeia a passagem de ions ou moleculas atraves de uma 
membrana. As duas principais classes sao as proteinas transpor- 
tadoras (tambem chamadas de carreadoras ou permeases) e os 
canais. (Figura 11-4) 

proteina Dorsal Regulador da transcrigao pertencente a famflia 
NFkB que regula a expressao genica e esta envolvido no estabeleci- 
mento do eixo dorsoventral em embrioes. 

proteina E2F Proteina reguladora de transcrigao que ativa varios 
genes que codificam proteinas necessarias para entrar na fase S do 
ciclo celular. 

proteina-fosfatase Enzima que catalisa a remogao de fosfato a 
partir de aminoacidos de uma protefna-alvo. 

proteina G (proteina trimerica de ligagao ao GTP) Proteina 
trimerica que liga GTP com atividade GTPase intrfnseca; acopla 
GPCRs a enzimas ou a canais ionicos na membrana plasmatica. 
(Tabela 15-3, p. 846) 

proteina G estimuladora (Gs) Proteina G que, quando ativada, 
ativa a enzima adenililciclase e, assim, estimula a produgao de AMP 
ciclico. Ver tambem proteina G. (Tabela 15-3, p. 846) 
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protema G inibitoria (Gi) Protefna G trimerica que pode regular 
canais ionicos e inibir a enzima adenilato ciclase na membrana plas- 
matica. Vertambem protema G. (Tabela 15-3, p. 846) 

protema Hedgehog Molecula de sinalizagao extracelular se- 
cretada que possui diferentes papeis no controle da diferenciagao 
celular e da expressao genica em embrioes de animais e em tecidos 
adultos. A sinalizagao excessiva via Hedgehog pode causar cancer. 

protema inibidora de Cdk (CKI) Protema que se liga e inibe 
complexos ciclina-Cdk, envolvida principalmente no controle das 
fases G 1 e S. 

protema MHC de classe I Uma das duas classes de complexo 
de histocompatibilidade principal. Ocorre na superffcie de quase 
todos os tipos celulares nos vertebrados, onde podem apresentar 
peptideos antfgenos derivados de patogenos, como os virus, para 
as celulas T citotoxicas. (Figuras 24-35 e 24-36A) 

protema MHC de classe II Uma das duas classes de complexo 
de histocompatibilidade principal. Ocorre na superficie de diversas 
celulas apresentadoras de antfgenos, onde apresentam peptideos 
as celulas T auxiliares e T reguladoras. (Figuras 24-35 e 24-36B) 

protema motora Protema que utiliza energia derivada da hidro- 
lise de nucleosfdeos trifosfato para impulsionar-se ao longo de uma 
reta (urn filamento proteico ou outra molecula polimerica). 

protema NFkB Regulador de transcrigao latente ativado por 
uma serie de vias de sinalizagao intracelular quando as celulas sao 
estimuladas durante as respostas imune, inflamatoria ou ao estres- 
se. Tambem possui papel importante no desenvolvimento animal. 
(Figura 15-62) 

protema relacionada ao receptor de LDL (LRP) Correceptor 
ligado por protefnas Wnt na regulagao da proteolise da catenina (3. 

protema residente no RE Protema que permanece no retfculo 
endoplasmatico (RE) ou na sua membrana, desempenhando a sua 
fungao nesse local, em contraste com as protefnas que estao pre- 
sentes no RE apenas temporariamente. 

protema retinoblastoma (protema Rb) Protema supressora de 
tumor envolvida na regulagao da divisao celular. Encontra-se muta- 
da no cancer retinoblastoma, assim como em varios outros tumo- 
res. Sua atividade normal e regular o ciclo da celula eucariotica pela 
ligagao e inibigao de protefnas E2F, bloqueando assim a progressao 
para a replicagao de DNA e a divisao celular. (Figura 17-61) 

protema Sari GTPase monomerica responsavel pela regulagao 
da montagem de cobertura COPII na membrana do retfculo endo¬ 
plasmatico. 

protema tirosina-fosfatase Enzima que remove grupos fosfato 
de resfduos de tirosina fosforilados nas protefnas. 

protema transmembrana Protefna de membrana que se esten- 
de por toda a bicamada lipfdica, com parte de sua massa de urn 
lado e parte do outro da bicamada lipfdica. (Figura 10-17) 

protema transmembrana de passagem multipla Protema de 
membrana cuja cadeia polipeptfdica cruza a bicamada lipfdica mais 
de uma vez. (Figura 10-17) 

protema transmembrana de passagem unica Protefna de 
membrana cuja cadeia polipeptfdica cruza a bicamada lipfdica ape¬ 
nas uma vez. (Figura 10-24) 

protema trimerica de ligagao a GTP ver protema G 

protema verde fluorescente (GFP) Protema fluorescente iso- 
lada de uma agua-viva. Amplamente utilizada como marcador em 
biologia celular. (Figura 9-24) 

protema WASp Alvo-chave de Cdc42 ativada. Existe em uma 
conformagao dobrada inativa e uma conformagao aberta ativada; 
a associagao com Cdc42 estabiliza a forma aberta, permitindo a li¬ 
gagao ao complexo Arp 2/3 e estimulando a atividade de nucleagao 
da actina. 


protema Wnt Membro de uma famflia de protefnas-sinal secre- 
tadas que possuem varios papeis diferentes no controle da diferen¬ 
ciagao celular, proliferagao e expressao genica em embrioes animais 
e tecidos adultos. 

protema de fusao Protefna modificada que combina dois ou 
mais polipeptfdeos normalmente separados. Produzida a partir de 
urn gene recombinante. 

proteinas ancoradas pela cauda ao reticulo endoplasmatico 

Protefnas de membrana ancoradas a membrana do retfculo endo¬ 
plasmatico atraves de uma unica a-helice transmembrana na sua 
regiao C-terminal. 

proteinas ARF GTPase monomerica na superfamflia Ras respon¬ 
savel pela regulagao tanto da formagao da camada de revestimento 
composta por COPI quanto da formagao da camada de revestimen¬ 
to de clatrina. (Tabela 15-5, p. 854) 

proteinas BH3-apenas A maior subclasse de protefnas da fa¬ 
mflia Bcl2. Produzidas ou ativadas em resposta a estfmulos apop- 
toticos, promovem a apoptose principalmente pela inibigao das 
protefnas antiapoptose da famflia Bcl2. 

proteinas de adesao transmembrana Moleculas transmem¬ 
brana ligadas ao citoesqueleto com uma extremidade se ligando ao 
citoesqueleto dentro da celula e a outra extremidade se ligando a 
outras estruturas fora dela. 

proteinas de curvatura da membrana Ligam-se a regioes es- 
pecfficas da membrana de acordo com a necessidade e atuam para 
controlar a curvatura local da membrana e assim conferir o formato 
tridimensional caracterfstico das membranas. 

proteinas Hox Protefnas reguladoras da transcrigao codificadas 
por genes Hox ; apresentam urn domfnio altamente conservado de 60 
aminoacidos para a ligagao ao DNA da sequencia de homeodomfnio. 

proteinas precursoras mitocondriais Protefnas primeiro total- 
mente sintetizadas no citosol e entao translocadas para os subcom- 
partimentos mitocondriais conforme orientado por uma ou mais 
sequencias-sinal. 

proteinas Rab GTPase monomerica na superfamflia Ras presente 
no plasma e nas membranas de organelas no seu estado ligado a 
GTP, e como uma protefna citosolica soluvel no seu estado ligado a 
GDP. Envolvida em conferir especificidade a ancoragem de vesfcu- 
las. (Tabela 15-5, p. 854) 

proteinas receptoras de M6P Protefnas receptoras transmem¬ 
brana presentes na rede trans de Golgi que reconhecem os grupos 
manose 6-fosfato (M6P) adicionados exclusivamente a enzimas 
lisossomicas, marcando as enzimas para empacotamento e encami- 
nhamento para os endossomos primarios. 

proteinas SNARE (SNAREs) Membros de uma grande famflia 
de protefnas transmembrana presentes na membrana de organelas 
e vesfculas derivadas de organelas. As SNAREs catalisam os varios 
eventos de fusao de membrana nas celulas. Elas existem em pares 
- uma v-SNARE na vesfcula da membrana que se liga especifica- 
mente a uma t-SNARE complementar na membrana-alvo. 

proteoglicano Molecula que consiste em uma ou mais cadeias de 
glicosaminoglicanos ligadas a urn nucleo de protefna. (Figura 19-38) 

proteomica Estudo de todas as protefnas, incluindo todas as 
formas modificadas covalentemente de cada, produzidas por uma 
celula, tecido ou organismo. A proteomica muitas vezes investiga 
alteragoes nesse grupo maior de protefnas no "proteoma" causa- 
das por alteragoes no meio ou por sinais extracelulares. 

proto-oncogene Gene normal, em geral envolvido na regulagao 
da proliferagao celular, que pode ser convertido, por mutagao, em 
urn oncogene causador de cancer. 

protofilamento Cadeia linear de subunidades de microtubulos 
ligados ponta com ponta; multiplos protofilamentos se associam 
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lateralmente para construir e fornecer forga e adaptabilidade aos 
microtubulos. 

proton (H + ) Particula subatomica positivamente carregada que 
forma parte do nucleo de um atomo. 0 hidrogenio possui um nu- 
cleo composto de um unico proton (H + ). 

pseudogene Sequencia nucleotidica de DNA que acumulou 
multiplas mutagoes, tornando um gene ancestral inativo e nao 
funcional. 

queratina Tipo de filamento intermediario, comumente produzi- 
do por celulas epiteliais. 

quiasma Conexao em forma de X visivel entre pares de cromos- 
somos homologos pareados durante a meiose. Representa um local 
de entrecruzamento cromossomico, uma forma de recombinagao 
genetica. 

quimiotaxia Movimento de uma celula na mesma diregao, ou 
em diregao oposta, a um composto qumnico soluvel. 

quinona (Q) Molecula carreadora de eletrons movel, pequena e 
soluvel em lipideos encontrada nas cadeias transportadoras de ele¬ 
trons respiratoria e fotossintetica. (Figura 14-17) 

Rac Membro da fanmlia Rho de GTPases monomericas que regu- 
lam a actina e citoesqueletos de microtubulos, progressao do ciclo 
celular, transcrigao genica e transpose de membrana. 

Rad51 Proteina eucariotica que catalisa a sinapse das fitas de 
DNA durante a recombinagao genica. Chamada RecA em E. coli. 

Ran (proteina Ran) GTPase monomerica da superfanmlia Ras 
presente tanto no citosol como no nucleo. Necessaria para o trans¬ 
pose ativo de macromoleculas para dentro e para fora do nucleo 
atraves de complexos de poros nucleares. (Tabela 15-5, p. 854) 

Ras Pequena fanmlia de proto-oncogenes que frequentemente 
estao mutados nos canceres. Cada uma produz uma GTPase Ras 
monomerica. 

Ras (proteina Ras) GTPase monomerica da superfanmlia Ras 
que auxilia na condugao de sinais de receptores RTK da superficie 
celular para o nucleo, frequentemente em resposta a sinais que 
estimulam a divisao celular. Denominada em fungao do gene ras, 
identificado pela primeira vez em virus que causam sarcomas em 
ratos. (Figura 3-67) 

Ras-GAPs Proteinas Ras ativadoras de GTPase; aumentam a taxa 
de hidrolise do GTP ligado por Ras, inativando assim Ras. 

Ras-GEFs Os fatores de troca de nucleotfdeos de guanina-Ras 
promovem a permuta dos nucleotideos pela estimulagao da dis- 
sociagao do GDP e da ligagao do GTP do citosol, ativando, desse 
modo, a Ras. 

rastreamento genetico Procedimento para a descoberta de ge¬ 
nes que afetam um fenotipo especifico, pelo estudo de um grande 
numero de individuos mutantes. 

reagao acoplada Par de reagoes quimicas no qual a energia libe- 
rada por uma das reagoes e utilizada para efetuar a outra reagao. 
(Figura 2-29) 

reagao de fixagao do carbono Processo pelo qual carbono 
inorganico (como C0 2 atmosferico) e incorporado em moleculas 
organicas. 0 segundo estagio da fotossintese. (Figura 14-40) 

reagao em cadeia da polimerase (PCR) Tecnica para a amplifi- 
cagao de regioes especificas de DNA, utilizando oligonucleotfdeos 
iniciadores especificos e multiplos ciclos de sfntese de DNA, cada ci¬ 
clo sendo seguido por um breve aquecimento para separar as fitas 
complementares. (Figura 8-36) 

reagao redox Uma reagao na qual um componente se torna oxi- 
dado e o outro reduzido; uma reagao de oxidagao-redugao. (Painel 
14-1, p. 765) 

reagoes fotossinteticas de transference de eletrons Reagoes 
dirigidas pela luz na fotossintese, nas quais os eletrons se movem 


ao longo da cadeia transportadora de eletrons em uma membrana, 
gerando ATP e NADPH. 

RecA (proteina RecA) Prototipo para uma classe de proteinas 
que se ligam ao DNA que catalisam a sinapse das fitas de DNA du¬ 
rante a recombinagao genetica. (Figura 5-49) 

receptor Qualquer proteina que se liga a uma molecula de sina- 
lizagao especifica (ligante) e inicia uma resposta na celula. Alguns 
estao localizados na superficie celular, enquanto outros estao no 
interior da celula. (Figura 15-3) 

receptor acoplado a canal ionico (canal ionico controlado 
por transmissor, receptor ionotrofico) Canal ionico presente 
nas sinapses quimicas nas membranas plasmaticas pos-sinapticas 
das celulas nervosas e musculares. Abre-se apenas em resposta a 
ligagao de um neurotransmissor extracelular especifico. 0 influxo 
de ions resultante leva a geragao de um sinal eletrico local na celula 
pos-sinaptica. (Figuras 15-6 e 11 -35) 

receptor acoplado a enzima Principal tipo de receptor de su¬ 
perficie celular, no qual o dominio citoplasmatico tern atividade 
enzimatica propria ou esta associado a uma enzima intracelular. Em 
ambos os casos, a atividade enzimatica e estimulada pela ligagao 
do ligante ao receptor. (Figura 15-6) 

receptor acoplado a proteina G (GPCR) Receptor de superficie 
celular que atravessa a membrana sete vezes; quando ativado pelo 
seu ligante extracelular, ativa a proteina G, que por sua vez ativa 
uma enzima ou um canal ionico na membrana plasmatica. (Figuras 
15-6 e 15-21) 

receptor AMPA Canal ionico controlado por glutamato no sis- 
tema nervoso central de manmferos e responsavel pela transmissao 
da maior parte da corrente despolarizante nos potenciais excitato- 
rios pos-sinapticos. 

receptor associado a tirosina-cinase Receptor da superficie ce¬ 
lular que funciona de forma similar as RTKs, exceto pelo fato de que 
o dominio cinase e codificado por um gene separado que esta asso¬ 
ciado nao covalentemente com a cadeia polipeptidica receptora. 

receptor de acetilcolina (AChR) Proteina de membrana que res- 
ponde a ligagao da acetilcolina (ACh). 0 AChR nicotinico e um ca¬ 
nal ionico regulado por transmissor que se abre em resposta a ACh. 
0 AChR muscahnico nao e um canal ionico, e sim um receptor de 
superficie celular acoplado a proteina G. 

receptor de celula B (BCR) Proteina imunoglobulina transmem- 
brana na superficie de uma celula B que atua como seu receptor 
para antfgenos. 

receptor de celula T (TCR) Receptor transmembrana para antf- 
geno na superficie dos linfocitos T, consistindo em um heterodmne- 
ro semelhante a imunoglobulina. (Figura 24-32) 

receptor de citocina Receptor da superficie celular que se liga 
a citocinas especificas ou hormonios e atua pela via de sinalizagao 
JAK-STAT. (Figura 15-56) 

receptor de morte Proteina receptora transmembrana que pode 
sinalizar a celula para sofrer apoptose quando se liga ao seu ligante 
extracelular. (Figura 18-5) 

receptor de reconhecimento de padroes (PRR) Receptor 
presente sobre ou dentro das celulas do sistema imune inato que 
reconhece e e ativado por padroes moleculares associados a pato- 
genos (PAMPs). 

receptor de transferrina Receptor de transferrina da superficie 
celular (uma proteina soluvel que carrega ferro) que encaminha 
ferro para o interior da celula via endocitose mediada por receptor 
e reciclagem do complexo do receptor de transferrina. 

receptor de transporte nuclear (carioferina) Proteina que 
transporta macromoleculas para dentro ou para fora do nucleo: 
receptor de importagao nuclear ou receptor de exportagao nuclear. 
(Figura 12-13) 
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receptor de virus Molecula sobre a superficie da celula hospe- 
deira a qual as protefnas da superficie viral se ligam para permitir a 
ligagao do virus a superficie celular. 

receptor Fc Membro de uma familia de receptores de superficie 
celular que se liga a regiao da cauda (regiao Fc) de um anticorpo. 
Receptores Fc diferentes sao especfficos para diferentes classes de 
anticorpos, como IgG, IgA ou IgE. 

receptor NMDA Subclasse de canais ionicos controlados por 
glutamato no sistema nervoso central de mamfferos crftica para po- 
tencializagao de longo prazo e depressao de longo prazo. Os canais 
receptores de NMDA sao duplamente controlados, abrindo apenas 
quando o glutamato esta ligado ao receptor e, simultaneamente, a 
membrana e fortemente despolarizada. 

receptor serina/treonina-cinase Receptor da superficie celular 
com um dominio extracelular de ligagao ao ligante e um dominio 
intracelular de cinase que fosforila proteinas de sinalizagao em 
resfduos de serina e treonina em resposta a ligagao do ligante. 0 
receptor para TGFp e um exemplo. (Figura 15-57) 

receptor de rianodina Canal de Ca 2+ regulado na membrana 
do RE que se abre em resposta a niveis em elevagao de Ca 2+ e as- 
sim amplifica o sinal de Ca 2+ . 

receptor SRP (particula de reconhecimento de sinal - SRP) 

Componente na membrana do retfculo endoplasmatico (RE) que 
guia a particula de reconhecimento de sinal para a membrana do RE. 

receptor tirosina-cinase (RTK) Receptor da superficie celular com 
um dominio extracelular de ligagao ao ligante e um dominio intrace¬ 
lular de cinase que fosforila proteinas de sinalizagao em resfduos de 
tirosina em resposta a ligagao do ligante. (Figura 15-43 e Tabela 15-4, 
p. 850) 

receptores de exportagao nuclear Ligam-se tanto ao sinal de 
exportagao quanto as proteinas do complexo do poro nuclear para 
guiar sua carga atraves do complexo do poro nuclear ate o citosol. 

receptores de importagao nuclear Reconhece os sinais de 
localizagao nuclear para iniciar a importagao nuclear de proteinas 
contendo o sinal de localizagao nuclear apropriado. 

receptores metabotropicos Receptores de neurotransmissores 
que regulam os canais ionicos indiretamente pela ativagao de mole- 
culas que atuam como segundos mensageiros. 

receptores olfatorios Receptores acoplados a proteina G nos 
alios modificados dos neuronios receptores olfatorios que reconhe- 
cem odores. Os receptores ativam a adenililciclase via uma proteina 
G olfatoria especffica (Golf), e os aumentos resultantes no cAMP 
abrem os canais de cations controlados por AMP cfclico, permitin- 
do o influxo de Na + e a despolarizagao e iniciagao de um impulso 
nervoso. 

receptores semelhantes a NOD (NLRs) Grande familia de 
receptores de reconhecimento padrao (PRRs) com motivos de repe- 
tigoes ricas em leucina; sao exclusivamente citoplasmaticos e reco- 
nhecem um grupo distinto de moleculas microbianas. 

receptores semelhantes a Toll (TLRs) Familia de receptores de 
reconhecimento de padrao (PRRs) sobre ou dentro das celulas do 
sistema imune inato. Reconhecem os imunoestimuladores associa- 
dos a patogenos (PAMPs) relacionados a microbios. (Figura 24-4) 

recombinagao conservativa sitio-especifica Tipo de recombi¬ 
nagao de DNA que acontece entre sequences curtas especfficas de 
DNA e ocorre sem a perda ou ganho de nucleotfdeo. Nao requer 
extensa homologia entre as moleculas recombinantes de DNA. 

recombinagao de mudanga de classe Uma alteragao irreversf- 
vel no DNA quando uma celula B altera a produgao de IgM e IgD 
para a produgao de uma classe secundaria de imunoglobulinas. 

recombinagao homologa Troca genica entre pares de sequen¬ 
ces identicas, ou bastante similares, de DNA; principalmente 
aquelas localizadas nas duas copias de um mesmo cromossomo. 


Tambem e um mecanismo de reparo de DNA para rupturas da 
dupla-helice. (Figuras 5-48, 5-50 e 5-54) 

recombinagao V(D)J Processo de recombinagao somatica pelo 
qual os segmentos genicos sao unidos para formar um gene fun- 
cional para uma cadeia polipeptidica de uma imunoglobulina ou 
receptor de celulas T. (Figura 24-28) 

reconstrugao de particulas simples Procedimento computacio- 
nal na microscopia eletronica no qual imagens de varias moleculas 
identicas sao obtidas e combinadas digitalmente para produzir uma 
imagem tridimensional media, revelando assim os detalhes estrutu- 
rais que estao escondidos pelo rufdo nas imagens originais. (Figuras 
9-54 e 9-55) 

recuperagao da fluorescencia apos fotoclareamento (FRAP) 

Tecnica para o monitoramento de parametros cineticos de uma 
proteina por meio da analise da intensidade de fluorescencia de 
moleculas proteicas que se movem em uma area clareada por um 
feixe de laser. (Figura 9-29) 

rede cis de Golgi Rede de agrupamentos tubulares de resfduos 
fusionados associados a face c/s do aparelho de Golgi, o comparti- 
mento por meio do qual as proteinas e os lipfdeos sao transporta- 
dos para dentro do Golgi. 

rede trans de Golgi (TGN) Rede de estruturas tubulares ou cis- 
ternas interconectadas associadas intimamente com a face trans do 
aparelho de Golgi e o compartimento a partir do qual as proteinas 
e lipfdeos deixam o Golgi, ligadas pela superffcie celular ou outro 
compartimento. 

redugao Adigao de eletrons a um atomo, como ocorre durante 
a adigao de hidrogenio a uma molecula biologica ou a remogao de 
oxigenio desta. Contrario de oxidagao. (Figura 2-20) 

regiao constante Em imunologia: regiao de uma imunoglobu¬ 
lina ou cadeia do receptor de celulas T que possui uma sequencia 
constante de aminoacidos. 

regiao de controle genico Conjunto de sequences ligadas de 
DNA que regula a expressao de um gene em particular. Inclui a 
regiao promotora e sequences reguladoras c/s necessarias para 
iniciar a transcrigao de um gene e para controlar a sua taxa de 
transcrigao. (Figura 7-17) 

regiao de sinalizagao Sinal de enderegamento de protefnas que 
consiste em um arranjo tridimensional especffico de atomos na su¬ 
perffcie das protefnas dobradas. (Figura 13-46) 

regiao hipervariavel Em imunologia: qualquer um de tres 
pequenos segmentos da regiao variavel de uma imunoglobulina 
ou cadeia de um receptor de celulas T que apresentam alt a varia- 
bilidade entre moleculas e contribuem para a formagao do sftio de 
ligagao de antfgenos. (Figura 24-26) 

regiao variavel Regiao de uma imunoglobulina ou cadeia po- 
lipeptfdica do receptor de celula T que e mais variavel e contribui 
para o sftio de ligagao ao antfgeno. (Figuras 24-25 e 24-32) 

registro de patch-clamp Tecnica eletrofisiologica na qual uma 
pequena ponta de um eletrodo e selada em um fragmento de mem¬ 
brana celular, tornando possfvel registrar o fluxo de corrente atraves 
de canais ionicos individuals, presentes no fragmento. (Figura 11-34) 

regra de disparo Importante princfpio que controla o mecanis¬ 
mo de reforgo e eliminagao de sinapses durante o desenvolvimento 
do sistema nervoso: quando dois (ou mais) neuronios que formam 
sinapses com a mesma celula-alvo disparam ao mesmo tempo, 
as suas conexoes com a celula-alvo serao reforgadas; quando dis¬ 
param em momentos diferentes, eles competem entre si e todos 
serao eliminados, exceto um. 

regulador da sinalizagao da proteina G (RGS) Uma proteina 
GAP que se liga a uma proteina G trimerica e aumenta sua ativida- 
de de GTPase, ajudando, assim, a limitar a sinalizagao mediada pela 
protefna G. (Figura 15-8) 
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regulador de crescimento vegetal (hormonio vegetal) Mo- 

lecula de sinalizagao que auxilia na coordenagao do crescimento 
e do desenvolvimento. Exemplos sao etileno, auxinas, giberelinas, 
citocinas, acido abcfsico e brassinosteroides. 

regulador mestre da transcrigao Regulador da transcrigao 
necessario especificamente para a formagao de um determinado 
tipo de celula. A expressao artificial dos reguladores master da 
transcrigao (sozinhos ou em combinagao com outros) muitas vezes 
converter^ um tipo de celula em outro. 

reguladores da transcrigao Nome geral para qualquer proteina 
que se liga a uma sequencia de DNA especifica (conhecida como 
sequencia reguladora c/s-atuante) para influenciar a transcrigao de 
um gene. 

relogio de segmentagao Oscilador da expressao genica que 
controla a segmentagao normal durante o desenvolvimento em- 
brionario em vertebrados. 

reparo de pareamento incorreto Sistema de reparo que re¬ 
move os erros de replicagao de DNA perdidos pela exonuclease de 
reparo da DNA-polimerase. Detecta o potencial de distorgao da he- 
lice de DNA a partir de pares de base nao complementares, entao 
reconhece e corta o erro na fita recem-sintetizada e sintetiza nova- 
mente o segmento recortado usando a fita antiga como molde. 

reparo do DNA Conjunto de processos para o reparo de diversas 
lesoes acidentais que ocorrem continuamente na cadeia de DNA. 

reparo por excisao de bases Via de reparo do DNA na qual 
uma unica base defeituosa e removida da helice de DNA e substitu- 
ida. Compare com reparo por excisao de nucleotideos (Figura 
5-41) 

reparo por excisao de nucleotideos Tipo de reparo de DNA 
que corrige danos causados a dupla-helice de DNA, como os danos 
causados por agentes qufmicos ou radiagao UV, mediante clivagem 
e retirada da regiao danificada de uma das fitas, com a nova sfn- 
tese utilizando a fita nao danificada como molde. Compare com 
reparo por excisao de bases (Figura 5-41) 

repertorio primario de Ig Os milhoes de moleculas de imuno- 
globulina IgM e IgD produzidas pelas celulas B de um sistema imu- 
ne adaptativo na ausencia de estimulagao pelo antigeno. 

repertorio secundario de Ig Imunoglobulinas produzidas por 
celulas B apos hipermutagao somatica induzida por celulas T auxi- 
liares e somaticas e troca de classe. Em comparagao com o reperto¬ 
rio primario de Ig, essas Igs possuem uma diversidade aumentada 
tanto das classes de Ig quanto dos sitios de ligagao ao antigeno e 
possuem uma afinidade aumentada pelo antigeno. 

repetigao de fibronectina tipo III 0 principal domfnio de repe- 
tigao na fibronectina, com cerca de 90 aminoacidos de comprimen- 
to e que ocorre no mfnirno 15 vezes em cada subunidade. A repe¬ 
tigao esta entre os mais comuns de todos os domfnios proteicos de 
vertebrados. 

replicagao de DNA Processo pelo qual uma copia de uma mole- 
cula de DNA e feita. 

resistencia a multiplas drogas Fenomeno observado no qual 
as celulas expostas a um farmaco anticancer desenvolvem uma 
resistencia nao apenas a aquele farmaco, mas tambem a outros 
farmacos aos quais elas nunca foram expostas. 

respiragao aerobica Processo por meio do qual a celula obtem 
energia a partir de agucares e outras moleculas organicas, permitin- 
do que os atomos de carbono e de hidrogenio se combinem com 
oxigenio para dar origem a C0 2 e H 2 0 respectivamente. 

resposta a proteina desenovelada Resposta celular engatilha- 
da pelo acumulo de protefnas desenoveladas no reticulo endoplas- 
matico. Envolve a expansao do RE e a transcrigao aumentada dos 
genes que codificam as chaperonas do reticulo endoplasmatico e 
enzimas degradativas. (Figura 12-51) 


resposta imune inata Resposta imune inicial de todos os or- 
ganismos a um patogeno, que inclui a produgao de moleculas 
antimicrobianas e a ativagao das celulas fagocfticas. Essa resposta 
nao e especifica para o patogeno, ao contrario da resposta imune 
adaptativa. 

resposta imune mediada por celulas T Qualquer resposta imu¬ 
ne adaptativa mediada por celulas T antfgeno-especfficas. 

resposta imune primaria Resposta imune adaptativa a um anti¬ 
geno gerada no primeiro encontro com o antigeno. (Figura 24-16) 

resposta imune secundaria A resposta imune adaptativa que 
ocorre em resposta a uma segunda ou subsequente exposigao ao 
antigeno. A resposta e mais rapida no infcio e mais forte do que a 
resposta imune primaria. (Figura 24-16) 

resposta inflamatoria Resposta local de um tecido a uma lesao 
ou infecgao caracterizada clinicamente por vermelhidao, inchago, 
calor e dor. Causada pela invasao de globulos brancos, atrafdos ao 
local da lesao e que secretam diversas citocinas. 

resposta mediada por anticorpos Resposta imune adaptativa 
na qual as celulas B sao ativadas para secretarem anticorpos que 
sao transportados pela circulagao sanguinea ou outros fluidos cor- 
porais, onde podem se ligar com alta especificidade a antfgenos 
estranhos ao organismo que estimularam a sua produgao. 

reticulo endoplasmatico (RE) Compartimento em forma de 
labirinto, delimitado por membrana, localizado no citoplasma das 
celulas eucarioticas, no qual sao sintetizados lipideos, protefnas 
ligadas a membrana e protefnas que serao secretadas. (Figura 
12-33) 

reticulo endoplasmatico liso Regiao do reticulo endoplasma¬ 
tico nao associada a ribossomos. Envolvido nas reagoes de desin- 
toxicagao, armazenamento de Ca 2+ e sfntese de lipideos. (Figura 
12-33) 

reticulo endoplasmatico rugoso Reticulo endoplasmatico com 
ribossomos em sua face citosolica. Envolvido na sfntese de protef¬ 
nas ligadas a membrana e protefnas secretadas. 

retinoblastoma Tipo raro de cancer em humanos a partir de 
celulas na retina do olho que sao convertidas em um estado cance- 
roso por um numero extraordinariamente pequeno de mutagoes. 
Estudos do retinoblastoma levaram a descoberta do primeiro gene 
supressor de tumor. 

retroalimentagao positiva Mecanismo de controle pelo qual o 
produto final de uma reagao ou via estimula sua propria produgao 
ou ativagao. 

retrotransposons nao retrovirais Tipo de elemento transpo- 
nfvel que se move por ser inicialmente transcrito em uma copia de 
RNA que e convertida a DNA por uma transcriptase reversa e, en¬ 
tao, inserida em outro lugar no genoma. 0 mecanismo de insergao 
difere daquele dos transposons semelhantes aos retrovirais. (Tabela 
5-4, p. 288) 

retrotransposons semelhantes a retrovirus Ampla famflia de 
transposons que se automovimenta para dentro e fora dos cro- 
mossomos por um mecanismo similar ao utilizado pelos retrovirus, 
sendo primeiro transcrita em uma copia de RNA que e convertida a 
DNA pela transcriptase reversa e entao inserida em algum lugar no 
genoma. (Tabela 5-4, p. 288) 

retrovirus Vfrus contendo RNA que se replica em uma celula, 
primeiramente fazendo um intermediario RNA-DNA e entao uma 
molecula de fita dupla de DNA que se integrara no DNA das celu¬ 
las. (Figura 5-62) 

Rheb GTPase monomerica relacionada a Ras que, na sua forma 
ativa (Rheb-GTP), ativa mTOR, que promove o crescimento celular. 

Rho Membro da famflia Rho de GTPases monomericas que regu- 
lam a actina e os citoesqueletos dos microtubulos, a progressao do 
ciclo celular, a transcrigao genica e o transpose de membranas. 
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ribossomo Partfcula composta de rRNAs e protefnas ribossomi- 
cas que catalisa a sfntese de protefna usando informagoes forneci- 
das pelo mRNA. (Figura 6-64) 

ribossomo ligado a membrana Ribossomo ligado a face cito- 
solica do reticulo endoplasmatico. E o local da sfntese de proteinas 
que entram no reticulo endoplasmatico. (Figura 12-38) 

ribossomo livre Ribossomo livre no citosol, nao ligado a qual- 
quer membrana. 

ribozima Uma molecula de RNA com atividade catalftica. 

RNA (acido ribonucleico) Polfmero formado por monomeros de 
ribonucleotfdeos covalentemente ligados. Vertambem RNA men- 
sageiro, RNA ribossomico, RNA transportador. (Figura 6-4) 

RNA mensageiro (mRNA) Molecula de RNA que especifica a 
sequencia de aminoacidos de uma protefna. Produzido em eucario- 
tos a partir do processamento de uma molecula de RNA, sintetiza- 
da pela RNA-polimerase como uma copia complementar do DNA. 

0 mRNA e traduzido em protefna em urn processo catalisado pelos 
ribossomos. (Figura 6-20) 

RNA nao codificador longo (IncRNA) RNA de urn grande gru- 
po (cerca de 8 mil em humanos) de RNAs com mais de 200 nucleo- 
tfdeos e que nao codificam protefnas. As fungoes da maioria dos 
IncRNAs, se e que existem, sao desconhecidas, mas se sabe que 
IncRNAs individuals tern urn papel importante na celula, por exem- 
plo, na fungao da telomerase e no imprinting genomico. De modo 
geral, acredita-se que os IncRNAs atuem como suporte, mantendo 
unidas protefnas e acidos nucleicos para acelerar uma ampla varie- 
dade de reagoes na celula. 

RNA nao codificador Molecula de RNA que e o produto final de 
urn gene e nao codifica protefna. Estes RNAs servem como com- 
ponentes enzimaticos, estruturais e reguladores para uma ampla 
variedade de processos na celula. 

RNA ribossomico (rRNA) Qualquer uma entre varias moleculas 
de RNA especfficas que formam parte da estrutura de urn ribosso¬ 
mo e participam na sfntese de protefnas. Normalmente distinguido 
por seu coeficiente de sedimentagao (p. ex., rRNA 28S ou rRNA 
5S). 

RNA transportador (tRNA) Conjunto de pequenas moleculas 
de RNA usadas na sfntese de protefnas como uma interface (adap- 
tador) entre o mRNA e os aminoacidos. Cada tipo de molecula 
de tRNA e covalentemente ligada a urn determinado aminoacido. 
(Figura 6-50) 

RNA-polimerase Enzima que catalisa a sfntese de uma molecula 
de RNA a partir de uma fita de DNA-molde e de nucleosfdeos tri- 
fosfato precursores. (Figura 6-9) 

RNA-seq Sequenciamento do repertorio inteiro de RNA de uma 
celula ou tecido; tambem conhecido como sequenciamento pro- 
fundo de RNA. 

robustez A capacidade dos sistemas reguladores biologicos de 
funcionar normalmente frente a perturbagoes como a exposigao a 
variagoes frequentes e/ou extremas nas condigoes externas ou nas 
concentragoes ou atividades de componentes-chave. 

rodopsina Protefna de membrana de sete passagens da famflia 
GPCR que atua como urn sensor de luz nas celulas bastonetes fo- 
torreceptoras da retina de vertebrados. Contem o grupo prostetico 
retinol sensfvel a luz. (Figura 15-39) 

rolamento Processo pelo qual urn filamento de protefna poli- 
merico e mantido com urn comprimento constante pela adigao de 
subunidades proteicas em uma extremidade e pela perda de subu- 
nidades na outra. (Painel 16-2, p. 902-903) 

RT-PCR quantitativa (reagao em cadeia da polimerase por 
transcriptase reversa) Tecnica na qual uma populagao de mRNAs 
e convertida em cDNAs via transcrigao reversa, e os cDNAs sao entao 
amplificados por PCR. A parte quantitativa tern como base uma rela- 


gao direta entre a velocidade em que o produto de PCR e gerado e a 
concentragao original das especies de mRNA de interesse. 

S-Cdk Complexo ciclina-Cdk formado em celulas de vertebrados 
por uma S-ciclina e a cinase dependente de ciclina (Cdk) correspon- 
dente. (Figura 17-11 e Tabela 17-1, p. 969) 

sarcoma Cancer do tecido conectivo. 

SCF Famflia de ubiquitinas-ligase formadas como complexos de 
varias protefnas diferentes. Uma esta envolvida na regulagao do ci- 
clo celular eucariotico, direcionando a destruigao dos inibidores das 
S-Cdks no final de G 1 e, assim, promovendo a ativagao de S-Cdks e 
a replicagao de DNA. (Figuras 3-71 e 17-15) 

S-ciclina Membro da classe das ciclinas que se acumula durante 
o final da fase G 1 e se liga a Cdks logo apos a progressao por Start; 
ajuda a estimular a replicagao de DNA e a duplicagao cromosso- 
mica. Os nfveis permanecem altos ate o final da mitose, depois do 
que as ciclinas sao destrufdas. (Figura 17-11) 

securina Protefna que se liga a protease-separase e assim impede 
sua clivagem das ligagoes proteicas que mantem as cromatides-ir- 
mas unidas no infcio da mitose. A securina e destrufda na transigao 
da metafase para a anafase. (Figura 17-38) 

segmento Divisoes de urn corpo de inseto ao longo do seu eixo 
anteroposterior, cada uma formando estruturas altamente especia- 
lizadas, mas todas construfdas de acordo com urn piano fundamen¬ 
tal similar. 

segmento de gene D Curta sequencia de DNA que codifica 
parte da regiao variavel da cadeia pesada da imunoglobulina, ou a 
cadeia (3 de urn receptor de celula T (TCR). 

segmento de gene J Sequences curtas de DNA que codificam 
parte da regiao variavel das cadeias leve e pesada das imunoglobu- 
linas e das cadeias a e £ dos receptores de celulas T. (Figuras 24-28 
e 24-29) 

segmento de gene V Sequencia de DNA que codifica a maior 
parte da regiao variavel de uma imunoglobulina ou cadeia polipep- 
tfdica do receptor de celula T. Existem muitos segmentos diferentes 
de gene V, urn dos quais se liga a urn segmento do gene D ou J 
por meio de recombinagao somatica quando uma celula linfoide 
progenitora individual comega a se diferenciar em linfocito B ou T. 
(Figura 24-28) 

segmento inicial Regiao especializada de membrana na base do 
axonio de urn neuronio (adjacente ao corpo celular) que e rica em 
canais de Na + controlados por voltagem e outras classes de canais 
ionicos que contribuem para a conversao da despolarizagao da 
membrana e frequencia de potenciais de agao. 

segmentos genicos Em imunologia: sequences curtas de DNA 
que sao unidas durante o desenvolvimento de celulas B e celulas T 
para dar origem, respectivamente, a sequences que codificam imu- 
noglobulinas e receptores de celulas T. (Figura 24-28) 

segundo mensageiro (pequeno mediador intracelular) Pe- 

quena molecula de sinalizagao intracelular formada ou liberada 
para agao em resposta a urn sinal extracelular e que ajuda a liberar 
o sinal dentro da celula. Exemplos incluem AMP cfclico, GMP cfcli- 
co, IP 3 , Ca 2+ e diacilglicerol. 

selegao clonal A partir de uma populagao de linfocitos T e B 
com urn vasto repertorio de receptores antfgeno-especfficos gera- 
dos de modo aleatorio, urn determinado antfgeno estranho ativa 
(seleciona) apenas aqueles clones de linfocitos que apresentam urn 
receptor que se liga ao antfgeno. Explica como o sistema imune 
adaptativo pode responder a milhoes de antfgenos diferentes de 
forma altamente especifica. (Figura 24-15) 

selegao de purificagao Selegao natural que ocorre em uma 
populagao para desacelerar alteragoes no genoma e reduzir a di¬ 
vergence pela eliminagao de indivfduos que carregam mutagoes 
deleterias. 
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selegao negativa Processo pelo qual os timocitos expressando 
um receptor de celulas T com alta afinidade por um peptfdeo 
proprio ligado a uma protefna MHC propria sao eliminados por 
apoptose. 

selegao positiva Na imunologia: processo de maturagao dos 
timocitos no qual os timocitos expressando um receptor de celulas 
T com afinidade apropriada por um peptfdeo proprio ligado a uma 
protefna MHC propria sao sinalizados para sobreviver e continuar 
se desenvolvendo. 

selectina Membro de uma famflia de protefnas de superffcie 
celular que se ligam a carboidratos, fazendo a mediagao transitoria 
da adesao entre celulas dependentes de Ca 2+ na corrente sanguf- 
nea por exemplo, entre os leucocitos e o endotelio da parede dos 
vasos sangufneos. (Figura 19-28) 

senescencia da celula replicativa Fenomeno observado em 
culturas de celulas primarias no qual a proliferagao celular diminui 
e, finalmente, para de forma irreversfvel. 

separagao de cargas Na fotossfntese, a transference de eletrons 
de alta energia, induzida pela luz, entre a clorofila e uma molecula 
aceptora resultando na formagao de uma carga positiva na clorofila e 
de uma carga negativa na molecula movel transportadora de eletrons. 

separase Protease que cliva as ligagoes proteicas coesivas que 
mantem as cromatides-irmas unidas. Atua na anafase, permitindo a 
separagao das cromatides e a segregagao. (Figura 17-38) 

septo Estrutura formada durante a divisao da celula bacteriana 
por meio do crescimento para dentro da parede celular e membra- 
na e que divide a celula em duas. 

sequencia consenso Forma media ou mais caracterfstica de uma 
sequencia, que e reproduzida com pequenas alteragoes em um 
grupo relacionado de sequences de DNA, RNA ou protefna. Indica 
o nucleotfdeo ou o aminoacido encontrado com maior frequencia 
em cada posigao. A preservagao de uma sequencia implica a impor- 
tancia funcional. 

sequencia nucleotidica consenso Um resumo ou a "media" de 
um grande numero de sequences individuals de nucleotfdeos, ob- 
tida pela comparagao de diversas sequencias com a mesma fungao 
basica, correspondendo ao nucleotfdeo de ocorrencia mais comum 
observado em cada posigao. (Figura 6-12) 

sequencia reguladora cis- atuante Sequencias de DNA as quais 
reguladores da transcrigao se ligam para controlar a taxa de trans- 
crigao genica. Em quase todos os casos, essas sequencias estao 
localizadas no mesmo cromossomo (ou seja, em c/s) que os genes 
que controlam. (Figura 7-18) 

sequencia RGD Sequencia tripeptfdica de arginina-glicina-acido 
aspartico que forma um sftio de ligagao para integrinas, presente 
na fibronectina e em algumas outras protefnas extracelulares. (Fi¬ 
gura 19-47C) 

sequencia-sinal Sequencia de aminoacidos curta e contfnua que 
determina a localizagao final de uma protefna na celula. Um exem¬ 
plo e a sequencia N-terminal de aproximadamente 20 aminoacidos 
que direciona as protefnas de secregao e transmembrana nascentes 
ate o retfculo endoplasmatico. (Tabela 12-3, p. 648) 

sequencia-sinal para o RE Sequencia-sinal N-terminal que de¬ 
termina o transpose de uma protefna para o retfculo endoplasma¬ 
tico (RE). Removida por peptidases de sequencia-sinal apos a sua 
entrada no RE. 

sequenciamento de Sanger ver sequenciamento didesoxi 

sequenciamento didesoxi 0 metodo enzimatico padrao de se¬ 
quenciamento de DNA. (Painel 8-1, p. 478) 

sequenciamento profundo de RNA ver RNA-seq 

serina-protease Tipo de protease que possui uma serina reativa 
no sftio ativo. (Figuras 3-12 e 3-39) 


serina/treonina-cinase Enzima que fosforila protefnas especffi- 
cas em serina ou treonina. 

simporte Protefna carreadora que transporta dois tipos de soluto 
atraves da membrana na mesma diregao. (Figura 11-8) 

sinal coestimulante Em imunologia: uma protefna secretada ou 
ligada a membrana que ajuda a ativar a resposta a antfgenos nas 
celulas B ou T. 

sinal de enderegamento Sequencia-sinal ou regiao de sinaliza¬ 
gao que direciona o encaminhamento de uma protefna para um 
local especffico, como um determinado compartimento intracelular. 

sinal de exportagao nuclear Sinal de enderegamento contido 
na estrutura de moleculas e complexos, como RNPs nucleares 
e novas subunidades ribossomicas, que sao transportadas do 
nucleo par a o citosol, atraves de complexos de poros nucleares. 
(Figura 12-13) 

sinal de inicio da transference Sequencia de aminoacidos 
curta que possibilita a uma cadeia polipeptfdica comegar a ser 
transportada atraves da membrana do retfculo endoplasmatico por 
um transportador de protefnas. As vezes, protefnas de membrana 
(sequencia-sinal) possuem sinais tanto de infcio da transference 
internos como no N-terminal. (Figura 12-42) 

sinal de localizagao nuclear (NLS) Sequencias ou regioes si- 
nalizadoras encontradas em protefnas destinadas ao nucleo e que 
possibilitam o transpose seletivo para dentro do nucleo a partir do 
citosol, atraves de complexos de poros nucleares. (Figuras 12-9 e 
12-13) 

sinal de parada da transference Sequencia de aminoacidos hi- 
drofobicos que interrompe a translocagao de uma cadeia polipeptf¬ 
dica atraves da membrana do retfculo endoplasmatico, ancorando, 
assim, a cadeia proteica a membrana. (Figura 12-42) 

sinal de retengao no RE Sequencia curta de aminoacidos que 
evita que uma protefna seja transportada para fora do retfculo en¬ 
doplasmatico (RE). Encontrada em protefnas que sao residentes no 
RE e que desempenham sua fungao nesse local. 

sinalizagao dependente de contato Forma de sinalizagao 
intracelular em que as moleculas de sinalizagao permanecem liga- 
das a superffcie da celula sinalizadora e exercem efeito apenas nas 
celulas que entram em contato com a molecula de sinalizagao. 

sinalizagao paracrina Comunicagao celula-celula de curto alcan- 
ce que ocorre via moleculas de sinalizagao secretadas que atuam 
sobre as celulas adjacentes. (Figura 15-2) 

sinalizagao sinaptica Sinalizagao intracelular realizada por neu- 
ronios que transmitem sinais eletricos ao longo de seus axonios e li- 
beram neurotransmissores nas sinapses, que frequentemente estao 
localizadas longe do corpo celular neuronal. 

sinapse Jungao comunicante celula-celula que permite a pas- 
sagem de um sinal de uma celula nervosa para outra. Em uma 
sinapse qufmica, o sinal e transportado por um neurotransmissor 
difusfvel. (Figura 19-22) Em uma sinapse eletrica, uma conexao di- 
reta e produzida entre o citoplasma de duas celulas via jungoes tipo 
fenda. (Figuras 11-34 e 19-23) 

sinapse imunologica A interface altamente organizada que 
ocorre entre uma celula T e uma celula apresentadora de antfgenos 
(APC) ou celula-alvo com que faz contato; composta pelos recepto- 
res de celula T ligados aos complexos antfgeno-MHC na APC e pelas 
protefnas de adesao celular ligadas aos seus equivalentes nas APCs. 

sincfcio Massa de citoplasma contendo varios nucleos envolvidos 
por uma unica membrana plasmatica. Em geral, o resultado de 
uma fusao celular ou de uma serie de ciclos de divisao incompletos, 
no qual ocorre divisao do nucleo, mas nao ha divisao da celula. 

sistema do complemento Sistema de protefnas do sangue que 
pode ser ativado pelos complexos anticorpo-antfgeno ou patoge- 
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nos para ajudar a eliminar patogenos, seja por induzir a sua lise 
diretamente, seja pela indugao da fagocitose, ou pela ativagao da 
resposta inflamatoria. (Figura 24-7) 

sistema de controle do ciclo celular Rede de proteinas de 
regulagao que controla a progressao de uma celula eucariotica ao 
longo do ciclo celular. 

sistema de secregao Sistemas especializados de bacterias que se- 
cretam proteinas efetoras que interagem com celulas hospedeiras. 

sistema de secregao do tipo III Um dos sistemas de secregao 
nas bacterias Gram-negativas; encaminha proteinas efetoras para 
dentro das celulas hospedeiras de uma forma dependente de con- 
tato. (Figura 23-7) 

sistema imune adaptativo Sistema de linfocitos que fornece 
defesas altamente especificas e de longa duragao contra patogenos 
nos vertebrados. E composto por duas classes principals de linfoci¬ 
tos: linfocitos B (celulas B), que secretam anticorpos que se ligam 
de modo especffico a patogenos ou a seus produtos, e linfocitos T 
(celulas T), que podem matar diretamente as celulas infectadas com 
um patogeno, ou produzir proteinas de sinalizagao secretadas ou 
de superficie celular que estimulam as celulas hospedeiras e auxi- 
liam no processo de eliminagao de patogenos. (Figura 24-2) 

sistema purificado livre de celulas Homogenato fracionado 
de celulas que conserva uma fungao biologica especifica da celula 
intacta, no qual as reagoes bioqufmicas e os processos celulares 
podem ser estudados mais facilmente. 

sitio ativo Regiao da superficie de uma enzima a qual uma mole- 
cula de substrato deve se ligar para que ocorra a catalise da reagao. 
(Figura 1-7) 

sitio de ligagao Uma regiao na superficie de uma molecula (ge- 
ralmente uma proteina ou um acido nucleico) que pode interagir 
com outra molecula por meio de uma ligagao nao covalente. 

sitio interno de entrada no ribossomo (IRES) Local especifico 
no mRNA de eucariotos, alem da extremidade 5', onde a tradugao 
pode ser iniciada. (Figura 7-68) 

sitio regulador Regiao da superficie de uma enzima na qual 
uma proteina reguladora se liga e assim influencia os eventos cata- 
liticos nos sitios de ativagao separados. 

Slit Proteina de sinalizagao, secretada por celulas da placa ventral 
do tubo neural, responsavel pelo afastamento dos clones de cresci- 
mento dos axonios das comissuras depois de terem atravessado a 
linha media, assegurando assim que estes neuronios nao atraves- 
sem novamente a linha media. 

Smoothened Proteina de sete passagens pela membrana com 
uma estrutura muito semelhante a GPCR mas que nao parece atuar 
como um receptor Hedgehog ou como um ativador das proteinas 
G; e controlada pela proteinas Patched e iHog. 

somito Um de varios blocos emparelhados da mesoderme que se 
formam durante o desenvolvimento inicial e se localizam em cada 
um dos lados da notocorda de um embriao de vertebrado. Da ori- 
gem a segmentos do eixo do corpo, incluindo vertebras, musculos 
e tecidos conectivos associados. (Figura 21-38) 

spliceossomo Grande grupo de RNA e moleculas de proteina 
que executam o splicing do pre-mRNA nas celulas eucarioticas. 

splicing alternative do RNA A produgao de RNAs diferentes a 
partir de um mesmo gene por splicing do mesmo transcrito proces- 
sado de maneiras diferentes. (Figura 7-57) 

splicing do RNA Processo no qual sequences de introns sao cor- 
tadas dos transcritos de RNA. Um importante processo no nucleo 
de celulas eucarioticas que leva a formagao de RNAs mensageiros 
(mRNAs). 

Src (farmlia da proteina Src) Fanmlia de tirosinas-cinase citoplas- 
maticas (pronuncia-se "sarc") que se associam aos dominios cito- 
plasmaticos de alguns receptores da superficie celular ligados a en- 


zimas (p. ex., o receptor de antigeno de celula T) que nao possuem 
atividade tirosina-cinase inthnseca. Transmite um sinal adiante pela 
fosforilagao do proprio receptor e de proteinas de sinalizagao intra- 
celulares especificas nas tirosinas. (Figura 3-10) 

STAT (transdutor de sinal e ativador da transcrigao) Regula¬ 
dor de transcrigao latente ativado pela fosforilagao por JAK-cinases 
e que entra no nucleo em resposta a sinalizagao a partir de recep¬ 
tores da fanmlia de receptores de citocinas. (Figura 15-56) 

substrato Molecula sobre a qual uma enzima atua. 

subunidade proteica Uma cadeia proteica individual em uma 
proteina composta de mais de uma cadeia. 

super-helice Estrutura proteica em forma de bastao, especial- 
mente estavel, formada por duas a-helices enroladas uma ao redor 
da outra. (Figura 3-9) 

super-resolugao Descreve algumas abordagens na microscopia 
optica que ultrapassam o limite imposto pela difragao da luz e su- 
cessivamente permitem que objetos tao pequenos quanto 20 nm 
possam ter sua imagem captada e resolvida com clareza. 

superfarmlia de caderina Fanmlia classica e nao classica de 
proteinas caderinas com mais de 180 membros nos humanos. 

superfarmlia de imunoglobulinas (Ig) Fanmlia grande e di- 
versa de proteinas que contem dominios de imunoglobulinas ou 
dominios semelhantes a imunoglobulinas. A maior parte dessas 
proteinas esta envolvida em interagoes celula-celula ou no reconhe- 
cimento de antigenos. (Figura 24-48) 

superfarmlia de receptores nucleares Receptores intracelula- 
res para moleculas sinalizadoras hidrofobicas, como os hormonios 
esteroides e da tireoide e o acido retinoico. 0 complexo receptor-li- 
gante atua como um fator de transcrigao no nucleo. (Figura 15-65) 

superfarmlia do fator de crescimento transformador (5 (su¬ 
perfarmlia TGFp) Grande fanmlia de proteinas estruturalmente 
relacionadas, que sao secretadas e atuam como hormonios e 
mediadores locais para o controle de varias fungoes em animais, 
inclusive durante o desenvolvimento. Essa fanmlia inclui TGFp/activi- 
na e subfanmlias de proteinas morfogenicas do osso (BMP). (Figura 
15-57) 

superfarmlia Ig Fanmlia grande e diversa de proteinas que con¬ 
tem dominios de imunoglobulinas ou dominios semelhantes a 
imunoglobulinas. A maior parte dessas proteinas esta envolvida 
em interagoes celula-celula ou no reconhecimento de antigenos. 
(Figura 24-48) 

superfarmlia Ras Uma grande superfanmlia de GTPases mono- 
mericas (tambem chamadas de pequenas proteinas de ligagao ao 
GTP) das quais Ras e o membro prototipo. (Tabela 15-5, p. 854) 

supertorgao do DNA Uma conformagao com diversas algas 
ou enrolamentos que o DNA adota em resposta a tensao super- 
-helicoidal; de modo alternativo, a insergao de diversas algas ou 
enrolamentos no DNA pode gerar tal tensao. 
tampao Solugao de acido fraco ou base fraca que resiste as mu- 
dangas de pH que ocorreriam com a adigao de pequenas quantida- 
des de acido ou base. 

TATA-box Sequencia na regiao promotora de varios genes euca- 
rioticos que se liga a fatores gerais de transcrigao e, portanto, espe¬ 
cifica a posigao do inicio da transcrigao. (Figura 6-14) 

taxa de mutagao Taxa na qual ocorrem alteragoes (mutagoes) 
nas sequences de DNA. 

tecido conectivo Qualquer tecido de suporte que existe entre 
outros tecidos, composto por celulas dispersas em uma quantidade 
relativamente grande de matriz extracelular. Inclui ossos, cartila- 
gens e tecido conectivo frouxo. 

tecidos epiteliais Tecidos, como aquele que reveste o intestino 
ou a epiderme, em que as celulas sao fortemente ligadas em cama- 
das chamadas de epitelio. 
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tecnologia do DNA recombinante Conjunto de tecnicas por 
meio das quais segmentos de DNA de diferentes origens sao com- 
binados para originar um novo DNA, em geral chamado de DNA 
recombinante. 0 DNA recombinante e amplamente utilizado na 
clonagem de genes, na modificagao genetica de organismos e na 
produgao de grandes quantidades de proteinas raras. 

telofase Estagio final da mitose no qual os dois conjuntos de cro- 
mossomos separados sofrem descondensagao e sao envolvidos por 
envelopes nucleares. (Painel 17-1, p. 980-981) 

telomerase Enzima que alonga as sequences telomericas no 
DNA e que ocorre nas extremidades dos cromossomos eucarioticos. 

teldmero Extremidade de um cromossomo, associado a sequen¬ 
ce de DNA caracterfstica que e replicada de maneira especial. Com- 
pensa a tendencia de um cromossomo sofrer encurtamento a cada 
ciclo de replicagao. Do grego, telos, "final", e meros, "porgao". 

terminador Sinai no DNA bacteriano que interrompe a trans¬ 
crigao; nos eucariotos, a transcrigao termina depois da clivagem e 
poliadenilagao do RNA recem-sintetizado. 

teste de complementagao Teste que determina se duas muta- 
goes que produzem fenotipos semelhantes estao no mesmo gene 
ou em genes diferentes. (Painel 8-2, p. 487) 

tilacoide Vesicula de membrana, achatada, em um cloroplasto, 
que contem clorofila e outros pigmentos e executa as reagoes de 
agregagao de luz durante a fotossfntese. Pilhas de tilacoides for- 
mam o grana dos cloroplastos. (Figuras 14-35 e 14-36) 

timocitos Celulas T em desenvolvimento no timo. 

tirosina-cinase Enzima que fosforila proteinas especfficas nas 
tirosinas. Ver tambem tirosina-cinase citoplasmatica 

tirosina-cinase citoplasmatica Enzima ativada por certos recep- 
tores de superficie celular (receptores associados a tirosinas-cinase) 
que transmite o sinal do receptor via fosforilagao das cadeias late¬ 
rals de tirosina de proteinas-alvo citoplasmaticas. 

tolerancia imunologica propria A ausencia de resposta imune 
adaptativa a um antigeno. A tolerancia a moleculas proprias e es- 
sencial para evitar doengas autoimunes. (Figura 24-21) 

Toll Proteina receptora transmembrana. No lado ventral da mem¬ 
brana do ovo de Drosophila, sua ativagao controla a distribuigao de 
Dorsal, um regulador da transcrigao da famflia NFkB. 

tomografia por microscopio eletronico (EM) Tecnica para a 
visualizagao tridimensional de amostras no microscopio eletronico, 
onde multiplas imagens sao obtidas em diregoes distintas a partir 
da manipulagao do suporte da amostra. As imagens sao combina- 
das computacionalmente, originando a imagem tridimensional. 

TOR Grande proteina serina/treonina-cinase que e ativada pela 
via de sinalizagao PI-3-cinase-Akt e promove o crescimento celular. 

totipotente Descreve a celula que e capaz de dar origem a todos 
os diferentes tipos de celulas em um organismo. 

toxina da colera Proteina toxica secretada pelo Vibrio cholerae 
responsavel pela diarreia liquida associada a colera. Composta por 
uma subunidade A com atividade enzimatica e por uma subunida- 
de B que se liga a receptores da celula hospedeira, direcionando a 
subunidade A ao citosol da celula hospedeira. 

tradugao (tradugao do RNA) Processo no qual a sequencia de 
nucleotfdeos em uma molecula de mRNA direciona a incorporagao 
de aminoacidos em uma proteina. Ocorre no ribossomo. (Figuras 
6-1 e 6-64) 

transcitose Ingestao de material em uma face de uma celula, por 
endocitose, seu transpose ao longo da celula dentro de vesfculas, e 
seu descarte na outra face, por exocitose. (Figura 13-58) 

transcrigao (transcrigao do DNA) Reprodugao de uma fita de 
DNA em uma sequencia de RNA complementar, pela enzima RNA- 
-polimerase. (Figuras 6-1 e 6-8) 


transcriptase reversa Enzima, descoberta pela primeira vez em 
retrovirus, que sintetiza uma copia de dupla fita de DNA a partir de 
uma molecula-molde de fita simples de RNA. 

transference de energia por ressonancia de fluorescencia 
(FRET) Tecnica para o monitoramento da aproximagao de duas 
moleculas marcadas com fluorescencia (e, portanto, da sua intera- 
gao) nas celulas. Tambem conhecida como transference de energia 
de ressonancia de Forster. (Figura 9-26) 

transference genica horizontal Transference de genes entre 
bacterias mediante transformagao espontanea por DNA livre libera- 
do, transdugao mediada por bacteriofagos, ou troca sexual media- 
da por conjugagao. 

transformada Celula com um fenotipo alterado que se compor- 
ta de muitas maneiras como uma celula cancerosa (i.e., proliferagao 
desregulada, crescimento independente de ancoragem em cultura). 

transgene Gene estranho ou modificado que foi adicionado 
para criar um organismo transgenico. 

transigao G 2 /M Ponto do ciclo celular eucariotico no qual a celu¬ 
la verifica se a replicagao do DNA esta completa antes de desenca- 
dear os eventos iniciais da mitose, que levam ao alinhamento dos 
cromossomos no fuso. (Figura 17-9) 

transigao metafase-anafase Transigao no ciclo celular eucari¬ 
otico que precede a separagao das cromatides-irmas na anafase. 

Se a celula nao estiver pronta para prosseguir para a anafase, o 
ciclo celular e mantido nesse ponto. (Figura 17-9 e Painel 17-1, p. 
980-981) 

transigao zigotica materna (MZT) Evento no desenvolvimento 
animal onde o proprio genoma do embriao toma o controle amplo 
do desenvolvimento de macromoleculas depositadas pela mae. 

translocagao de proteina Processo de mover uma proteina atra- 
ves da membrana. 

translocador de proteinas Proteina ligada a membrana que faz 
a mediagao do transpose de outra proteina atraves da membrana. 
(Figura 12-21) 

translocon Montagem de um translocador associado com outros 
complexos de membrana, como enzimas que modificam a cadeia 
polipeptidica crescente. 

transportadora (proteina carreadora, permease) Proteina de 
transpose de membrana que se liga a um soluto e o transporta 
atraves da membrana, passando por uma serie de alteragoes con- 
formacionais. Os transportadores podem transportar ions ou mole¬ 
culas passivamente por um gradiente eletroquimico ou podem ligar 
as alteragoes conformacionais a uma fonte de energia metabolica 
como a hidrolise de ATP para dirigir o transpose ativo. Compare 
com canal. Ver tambem proteina de transporte de membrana 
(Figura 11-3) 

transportadores ABC Grande fanmlia de proteinas de transporte 
que usa a energia da hidrolise do ATP para transportar peptideos e 
pequenas moleculas atraves das membranas. (Figura 11-16) 

transporte ativo Movimento de uma molecula atraves de uma 
membrana ou outra barreira, promovido por uma energia diferente 
daquela contida no gradiente eletroquimico ou no gradiente de 
concentragao da molecula transportada. 

transporte controlado Movimento de proteinas entre o citosol 
e o nucleo atraves de complexos do poro nuclear presentes no en¬ 
velope nuclear e que atuam como transportadores seletivos. 

transporte de RNA e controle da localizagao Regulagao da 
expressao genica por uma celula mediante selegao de quais mRNAs 
completos serao exportados do nucleo para o citosol e determina- 
gao de onde no citosol eles serao localizados. 

transporte nuclear regulado Mecanismos que controlam a 
exportagao dos mRNAs do nucleo para o citosol que podem ser 
usados para regular a expressao genica. Tambem incluem a impor- 
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tagao seletiva de protemas de moleculas de RNA para dentro do 
nucleo. 

transporte passivo (difusao facilitada) Transpose de um 
soluto atraves de uma membrana, a favor do seu gradiente de con- 
centragao, ou do seu gradiente eletroquimico, utilizando apenas a 
energia armazenada pelo gradiente. (Figura 11-4) 

transporte transcelular Transporte de solutos, como nutrientes, 
atraves de um epitelio, por meio de protemas de transporte de 
membrana presentes nas faces apical e basal das celulas epiteliais. 
(Figura 11-11) 

transporte vesicular Transporte de protemas de um comparti- 
mento celular para outro, por meio de intermediarios delimitados 
por membrana, como vesiculas ou fragmentos de organelas. 

transposigao (recombinagao transposicional) Movimento da 
sequencia de DNA de um local do genoma para outro. (Tabela 5-4, 

p. 288) 

transposon ver elemento transponivel 

transposon exclusivamente de DNA Tipo de elemento trans¬ 
ponivel que existe como DNA por todo o seu ciclo de vida. Muitos 
tipos se movem por transposigao "corte e colagem". Ver tambem 

transposon 

tRNA iniciador tRNA especial que inicia a tradugao. Ele sempre 
carrega o aminoacido metionina, formando o complexo Met-tRNAi. 
(Figura 6-70) 

troca de classe A mudanga que muitas celulas B sofrem duran¬ 
te o curso de uma resposta imune adaptativa, fazendo com que 
uma celula que produz uma classe de imunoglobulina (p. ex., IgM) 
comece a produzir outra classe (p. ex., IgG). Requer rearranjos de 
DNA denominados recombinagao de mudanga de classe. (Figura 
24-30) 

troca de fitas Reagao na qual uma das extremidades 3' de uma 
fita simples de uma molecula de DNA duplex penetra em outro 
duplex e procura por sua sequencia homologa por pareamento de 
base. Tambem chamado de invasao de fita. 

t-SNAREs Protema SNARE transmembrana, normalmente com- 
posta de tres protemas e encontrada em membranas-alvo onde 
interage com v-SNAREs nas membranas das vesiculas. 

tubo neural Tubo de ectoderme que formara o cerebro e a colu- 
na vertebral em um embriao de vertebrado. (Figura 21 -56) 

tubulina Subunidade proteica dos microtubulos. (Painel 16-1, 
p. 891, e Figura 16-42) 

tumor primario Tumor no local original em que o cancer surgiu 
pela primeira vez. Tumores secundarios se desenvolvem em qual- 
quer local por metastase. 

ubiquitina Pequena protema, altamente conservada, presente 
em todas as celulas eucarioticas que se liga covalentemente a 
lisinas de outras protemas. A ligagao de uma cadeia curta de ubi- 
quitinas a um residuo de lisina marca a protema para destruigao 
proteolitica intracelular por um proteassomo. (Figura 3-69) 

ubiquitina-ligase Qualquer uma do grande numero de enzimas 
que ligam ubiquitina a uma protema, muitas vezes marcando-a 
para destruigao em um proteassomo. 0 processo catalisado pela 
ubiquitina-ligase e chamado de ubiquitinagao. (Figura 3-71) 

uniporte Protema carreadora que transporta um unico soluto de 
um lado da membrana para o outro. (Figura 11-8) 

v-SNAREs Protema SNARE transmembrana, contendo uma unica 
cadeia polipeptidica, normalmente encontrada nas membranas de 
vesiculas onde ela interage com t-SNAREs nas membranas-alvo. 

vacuolo Grande compartimento preenchido com liquido na 
maioria das celulas vegetais e dos fungos, ocupando de forma tipi- 
ca mais de um tergo do volume da celula. (Figura 13-41) 


valor posicional Registro celular interno sobre sua informagao 
posicional em um organismo multicelular; uma caractehstica inthn- 
seca que difere de acordo com a localizagao da celula. 

variagao antigenica Capacidade de alterar os antfgenos apre- 
sentados na superficie de uma celula; uma propriedade de alguns 
microrganismos patogenicos que Ihes permite escapar do ataque 
pelo sistema imunologico adaptativo. 

variagao de energia livre (AG) ver AG 

variagao de fase A troca aleatoria do fenotipo e expressao de 
protemas envolvidas na infecgao a frequences muito mais altas do 
que as taxas de mutagao. 

variagao no numero de copias (CNV) A diferenga entre dois 
individuos em uma mesma populagao no numero de copias de um 
determinado bloco de sequences de DNA. Essa variagao tern ori- 
gem em duplicagoes e delegoes ocasionais em tais sequences. 

variegagao de efeito posicional Alteragao na expressao genica 
resultante de uma modificagao na posigao de um gene em relagao 
a outros dommios cromossomicos, especialmente dommios hete- 
rocromaticos. Quando um gene ativo e colocado proximo a hete- 
rocromatina, a influencia de inativagao da heterocromatina pode 
se espalhar e afetar o gene com graus variaveis, dando origem a 
variegagao do efeito posicional. (Figura 4-31) 

vesicula de transporte Recipientes de transporte envolvidos por 
membrana que brotam a partir de regioes especializadas cobertas 
de membrana doadora e passam de um compartimento celular 
para outro como parte dos processos de transporte de membrana 
da celula; as vesiculas podem ser esfericas, tubulares ou apresenta- 
rem forma irregular. 

vesicula endocitica Vesicula formada a medida que materials 
ingeridos pela celula durante a endocitose sao delimitados por uma 
pequena porgao da membrana plasmatica que inicialmente e inva- 
ginada e entao se destaca da membrana na forma de uma vesicula. 

vesicula revestida Pequena organela delimitada por membra¬ 
na com um revestimento de protemas em sua face citosolica. E 
formada pela invaginagao de uma regiao revestida da membrana 
(fossa revestida). Alguns revestimentos sao compostos por clatrina, 
enquanto outros sao compostos por outras protemas. 

vesicula secretora Organela revestida por membrana na qual 
moleculas destinadas a secregao sao armazenadas antes de sua 
liberagao. Algumas vezes e chamada de granulo secretor, devido ao 
aspecto escuro de seu conteudo quando corado, tornando a orga¬ 
nela visivel como um pequeno objeto solido. (Figura 13-65) 

vesicula sinaptica Vesicula secretora pequena, cheia de neu- 
rotransmissores, formada nos terminals do axonio de uma celula 
nervosa. Seu conteudo e liberado na fenda sinaptica por exocitose, 
quando um potencial de agao chega ao terminal do axonio. 

vesiculas revestidas por clatrina Vesiculas revestidas que 
transportam material oriundo da membrana plasmatica e entre os 
compartimentos endossomicos e de Golgi. 

vesiculas revestidas por COPI Vesiculas revestidas que trans¬ 
portam materials nas etapas iniciais da via de secregao. Brotam, a 
partir dos compartimentos do aparelho de Golgi. 

vesiculas revestidas por COPII Vesiculas revestidas que trans¬ 
portam materials nas etapas iniciais da via de secregao. Brotam, a 
partir do reticulo endoplasmatico. 

vetor plasmidial Moleculas pequenas circulares de DNA dupla 
fita derivadas de plasnmdeos que ocorrem naturalmente nas celulas 
bacterianas; bastante utilizado para clonagem genica. 

via constitutiva de secregao Via presente em todas as celulas 
por meio da qual moleculas como as protemas da membrana plas¬ 
matica sao continuamente transportadas para a membrana plas¬ 
matica a partir do aparelho de Golgi em vesiculas que se fundem 
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a membrana. E a via padrao para a membrana plasmatica caso 
nenhum outro sinal de destinagao esteja presente. (Figura 13-63) 

via da catenina Wnt/p Via de sinalizagao ativada pela ligagao 
de uma protefna Wnt a receptores na superficie celular. A via possui 
varias ramificagoes. Na ramificagao maior (canonica), a ativagao 
provoca a entrada no nucleo de quantidades aumentadas de 
p-catenina, onde regulam a transcrigao de genes que controlam a 
diferenciagao celular e a proliferagao. A superativagao da via Wnt/ 
p-catenina pode levar ao cancer. (Figura 15-60) 

via de sinalizagao dos fosfolipideos de inositol Via de sina¬ 
lizagao intracelular que inicia com a ativagao da fosfolipase C e a 
geragao de IP 3 e diacilglicerol (DAG) a partir de fosfolipideos de 
inositol na membrana plasmatica. 0 DAG auxilia na ativagao da 
protefna-cinase C. (Figuras 15-28 e 15-29) 

via de sinalizagao JAK-STAT Via de sinalizagao ativada por ci- 
tocinas e alguns hormonios, fornecendo uma via rapida a partir da 
membrana plasmatica ate o nucleo, afetando a transcrigao genica. 
Envolve Janus-cinases (JAKs) citoplasmaticas, transdutores de sinal 
e ativadores da transcrigao (STATs). 

via de sinalizagao Ras-MAP-cinase Via de sinalizagao intrace¬ 
lular que retransmite sinais a partir de tirosina-cinases receptoras 
ativadas para protefnas efetoras na celula, incluindo os reguladores 
da transcrigao no nucleo. 

via extrinseca Via de apoptose desencadeada por protefnas 
extracelulares de sinalizagao que se ligam a receptores de morte 
celular presentes na superficie da celula. 

via intrinseca (via mitocondrial) Via de apoptose ativada a 
partir do interior da celula em resposta ao estresse ou sinais de 
desenvolvimento; depende da liberagao de proteinas mitocondriais, 
normalmente residentes no espago intermembrana da mitocondria, 
para dentro do citosol. 

via padrao Via de transpose de proteinas diretamente para a 
superficie celular ao longo de vias de secregao constitutivas e nao 
seletivas, entrada esta que nao requer sinais especfficos. 


via PI-3-cinase-Akt Via de sinalizagao intracelular que estimula 
as celulas animais a sobreviverem e crescerem. (Figura 15-53) 

via secretora regulada Uma segunda via secretora encontrada 
principalmente em celulas especializadas na secregao rapida de 
produtos conforme a necessidade, como hormonios, neurotrans- 
missores ou enzimas digestivas, nas quais as protefnas soluveis e 
outras substancias sao primeiro armazenadas em vesfculas secreto- 
ras para posterior liberagao. (Figura 13-62) 
virus Partfcula que consiste em acido nucleico (DNA ou RNA) 
envolvido por uma capa proteica, com capacidade de replicar-se 
dentro de uma celula hospedeira e disseminar-se de celula para 
celula. (Figura 23-11) 

virus envelopado Virus cujo capsfdeo e revestido por uma mem¬ 
brana de bicamada lipfdica (o envelope) que e frequentemente 
derivada da membrana plasmatica da celula hospedeira no pro- 
cesso de brotamento do virus a partir da celula hospedeira. (Figura 
23-12) 

virus nao envelopado Virus constitufdo apenas por urn cerne 
de acido nucleico e capsfdeo proteico. (Figura 23-18C,D) 

virus tumorais Virus que podem ajudar a tornar cancerosas as 
celulas que eles infectam. 

virus tumorais de DNA Termo geral para uma grande variedade 
de virus de DNA diferentes que podem causar tumores. 

Weel Protefna-cinase que inibe a atividade de Cdk pela fosforila- 
gao de aminoacidos no sftio ativo de Cdk. Importante na regulagao 
da entrada na fase M do ciclo celular. 

Western blotting Tecnica pela qual as protefnas sao separadas 
por eletroforese e imobilizadas em uma folha de papel (membrana) 
e, entao, analisadas, geralmente por meio de urn anticorpo marca- 
do. Tambem chamada de immunoblotting. 

zigoto Celula diploide produzida pela fusao de urn gameta mas- 
culino e urn feminino. Urn ovocito fertilizado. 
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dois significados 467 
na tecnologia do DNA recombinante 464 
protefna em quantidade da 483-484 
usando PCR 473-474 
clonagem livre de celulas 474 
clones 

mutante, e canceres 1091-1094,1097F 
o corpo como um clone do ovo 1091 
subclones em cancer 1096,1097F, 1118- 
1119,1123 

cloreto de cesio 447 
clorofila 754-755 

clorofila P 680 790, 791F, 794F 
estrutura 787F 

ionizagao, infcio da transferencia de eletrons 
fotossinteticos 783 

pares especiais 788-790, 791-792F, 793, 794F 
transferencia de energia/transferencia de 
eletrons 787-788 
clorofila A 0 792 
clorofila P680 790, 79IF, 794F 
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armazenamento de energia no 80-81 

colaboragao com mitocondria 787F 

como plastfdios 642 

comparados com mitocondria 782-783 

conversao da energia no 784F 
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estrutura 658F 

membrana tilacoide 606, 658, 664, 686 
mitocondria marcada com GFP e 544F 
nacitocinese 1001 
na fotossfntese 782-799 
origens e caracterfsticas 26-28, 644, 798F, 
806-807 

RNAs de auto -splicing 324 
transporte de eletrons na mitocondria e 755F 
transporte de protefna no 658, 664-666 
cloroquina 610 
Clostridium difficile 1264 
CLRs (receptores de lectina tipo C) 1300 
CMC (concentragao micelar crftica) 583, 584F 
CNVs (variagao no numero de copias) 232,492 
coagulagao do sangue 1067-1068,1077 
coativadores 385-386, 388-389, 392, 394, 395F 
coatomero 713 
cobertura celular 582, 583F 
cobre 

ions, na citocromo c oxidase 77IF 
nos receptores de etileno 881 
"codigo de histonas" 198 
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aminoacidos equivalentes dos codons 334 
historia 7,178 
possfveis origens 365 
universalidade 2-3 
variantes 349-351, 805 
codigos reguladores combinatorios 166 
codons (acidos nucleicos) 

aminoacidos equivalentes 7, 334 
codons de imcio e parada 347-349 
codons sinonimos 219-220 
uso mitocondrial 804-805 
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334, 347-348, 424-425 
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352-353 
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1110F 

prematuro 418 

coeficientes de difusao 570, 589 
coeficientes Hill 517-518 
coenzimaA 68-69 
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coenzima Q (ubiquinona) 765-766, 767F, 
768-770, 77IF, 772-773 
coenzimas 

evitaminas 146-148 
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ver tambem transportadores ativados 
coesao da cromatide-irma 964, 977, 992,994, 
1009 

coesinas 215, 550, 977-979, 982, 992, 993F, 
1004, 1007-1008F, 1009. 
cofatores, carreadores de eletrons 764 
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905,910,914, 954, 957, 958F 
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1091 
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colageno tipo XVII 1037T, 1062,1070,1076F 
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colchicina 459, 904T, 928, 935, 939, 993 
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colera 576, 732, 834,1265,1266F, 1269-1270 
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estrutura 99, 568F 
na membrana celular 568, 571-572 
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1131,1265 
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1202, 1203F, 1209F 
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908F 
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1288, 1289F 
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797 
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767-770, 769F 

Complexo II (succinato desidrogenase) 767- 
768F, 772-773, 775 
complexo Mre 11 282-283F 
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complexo Ndc80 987, 988F, 990F, 991 
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TIM22 659, 660F, 663F, 664 
TIM23 659, 660F, 661-662, 663F, 664 
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externa) 659-662, 663F, 664 
complexos antena 788-789, 794F 
complexos Cdlc-ciclina 968, 969F 
complexos da cadeia respiratoria 758, 762, 
764, 766, 779 

potencial redox 767, 768F 
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complexos de iniciagao da transcrigao 311 
complexos de poros nucleares (NPCs) 
arranjo 65IF 
entrada de virus 1281 
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fosforilagao na mitose 985 
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Ran-GTPase e 653-654 
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complexos de remodelagem da cromatina 
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390 

e repressores da transcrigao 390 
modificagoes no nucleossomo e 190-193 
necessarios para a RNA polimerase II 312- 
313 

para replicagao do DNA 261 
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dependentes de ATP 190-193 
complexos de sinalizagao intracelular 822, 
823F, 85IF, 859 
complexos enzima-substrato 
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protefnas de ligagao a ubiquitinas 735 
complexos juncionais 
grupos de integrinas 1079 
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RE com mitocondrias 691 
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dommios de cromatina e 202 
modificagoes nos nucleossomos 199-201, 
406F 
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260, 974-975, 976F, 1002 
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823F, 85IF, 859 
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complexos protefna-clorofila 787-788 
centros de reagao e complexos de antena 
788-789 
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complexos SNARE 709, 745 
complexos trans- SNARE 708 
componente do complemento C3 (C3a e C3b) 
1302-1303 

componente do complemento C9 1303,1334 
componentes qufmicos das celulas 12,43-51 
ver tambem elementos 
comprimento de onda 
doseletrons 554 
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excitagao e emissao, de corantes 
fluorescentes 537F 

limites de resolugao e 529-530, 533F, 554 
microscopios multifotonicos 542 
comprometimento de celulas progenitoras 
1243 

comutadores 

ativagao e repressao da transcrigao 871, 873, 
878 

ativagao M-Cdk 979 

catastrofes e resgates de microtubulos 934 
ciclos de retroalimentagao positiva 517, 
518-520 

cinases e fosfatases 819 


controle da transcrigao em eucariotos 384- 
392 

GTPases (Ran, Ras, Rho) 653, 854, 956 
ligagao cooperativa e 517 
operagao em Drosophila 392-395 
operon Lac 382-383 
protefnas alostericas 152 
protefnas de ligagao a GTP 157F, 703, 820, 854 
protefnas-cinase 829F, 841, 843F, 846, 852, 
857 

reguladores da transcrigao 384-392,402-403 
repressores da transcrigao, para ativadores 
868, 871 

ribocomutadores 414-415,423F 
sistema de controle do ciclo celular 967, 
972-973 
Smads 866 

concatenagao do DNA 977, 979 
concentragao crftica, Cc 900-903,904F, 906, 
927-928 

concentragao de protefnas 513-514 
concentragoes no estado basal 513F, 514 
condensagao cromossomica 978-979 
condensinas 209F, 215, 979-982 
condroblastos 1057 
condrocitos 1229 
condromas benignos 1092 
condrossarcomas malignos 1092 
"condutores de protons" 773 
cones de crescimento, axonios 858, 943, 951, 
1201-1204, 1206, 1208-1211 
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1237 

conexinas 1051,1052F 
conexons (hemicanais) 1051-1052 
confluencia 1098 
conformagoes 

de macromoleculas em geral 49, 50F 
de protefnas 110 
eenergia 114 

ver tambem estrutura proteica 
congelamento rapido 556, 561F 
conjugagao, e transference horizontal de 
genes 1268 
conoides 1282,1283F 
conservagao de energia 52-54 
constante de associagao 139F, 140 
constante de ligagao ( K m ) 601-602 
constantes cineticas 458, 516F 
constantes de equilfbrio 

complexos proteina-promotor 511 
decorrentes de alteragoes de energia livre 
padrao AG° 62-63, 63T, 139F 
forgas de ligagao da protefna e 138-140,458 
polimerizagao da actina 900, 902 
constantes de velocidade 

associagao e dissociagao 510F, 511 
constantes da taxa de transcrigao 513 
polimerizagao da actina 900, 902 
contato celula-celula 

celulas-tronco hematopoieticas 1244 
dependente da sinalizagao no 1150 
desmossomos 946 

inibigao lateral dependente de 1152,1173F 
Rac e Rho na organizagao da actina 957, 
958F 

sinalizagao dependente de contato 815F 
sinapses imunologicas 1344F 


contato das celulas estromicas, celulas-tronco 
1244 

contragao muscular 

actina e miosina na 916-920 
ions calcio (Ca 2+ ) na 920-923 
musculo liso 921-923 
velocidade da 919 
controle 

canais de ions 604, 614, 618-620, 636F 
controle lateral de protefnas translocadoras 
678-679 

jungoes do tipo fenda 1052 
controle da atividade proteica 
expressao genica 372, 373F 
hiperatividade no cancer 1106-1107 
controle da tradugao, expressao genica 372, 
373F 

controle de qualidade 

aspectos da apoptose 1022 
safda da protefna do RE 711-712 
splicing do RNA 323-324, 336 
tradugao 351-353, 357 
transporte de RNA do nucleo 419-421 
controle do retrocruzamento 285 
controle transcricional 

da expressao genica 372, 373F 
em eucariotos 384-392,405 
no sistema de controle do ciclo celular 971 
controles combinatorios 

de reguladores transcricionais 396, 397F, 
399, 520-521 

expressao do gene e tipo celular 396-398, 
399,1150,1160 
fungoes logicas 430 
gene Eve 394-395 
miRNAs 430 

controles pos-transcricionais 413-428 
conversao genica 

genes supressores de tumor e 1109 
recombinagao homologa e 282, 285-286 
coordenagao 

do crescimento e divisao celular 1018 
resposta de sinalizagao celular multipla 825 
corante DAPI 537-538F, 800F 
corante vermelho de rutenio 582, 583F 
corantes Alexa 537, 538F 
corantes Cy3 e Cy5 537 
corantes fluorescentes 
arranjos de protefna 458 
celulas de cancer marcadas 1120 
comprimentos de onda de excitagao e 
emissao 537F 
exemplos 537 
fotoativagao 544 

marcagao de DNA 466,467F, 478, 503-504 
no rastreamento de uma unica partfcula 589 
RT-PCR quantitativa 502-503 
sequenciamento Illumina® 480 
tecnicas de blotting de anticorpo 454 
corpo humano 

como um ecossistema microbiologico 1263- 
1264 

numero de celulas e tipos celulares 2,1091, 
1217,1264 

numero de linfocitos 1308 
protefnas unicas aos humanos 122 
renovagao diaria de ATP no 774 
taxa de mutagao 1091,1094,1095F 
corpo mediano 997,998F 
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corpo polar do fuso 557F, 930 
corposbasais 943 
corpos de Cajal 213, 331-332, 544F 
corpos embriodes, a partir de iPSs 1257F 
corpos multivesiculares 

complexos ESCRT e 736-737 
exocitose 729 
fusao 736 

corpos-P (corpos de processamento) 427- 
428,430 

corpusculos residuals 739 
corregao 

aminoacil-tRNAs 339, 344-345 
cinetica 345 
corregao de erros 

corregao 339, 344-345 
na sintese de DNA 243-245, 250-251 
por tRNA-sintases 338-339 
ver tambem controle de qualidade 
corregao, replicagao do DNA 242-244, 
250-251, 257F 

polimerases de translesao 273 
verificagao de pareamentos incorretos 
250-251, 257F 

correceptores CD4 1330T, 1331-1333, 
1335-1338 

correceptores CD8 1330T, 1331-1333,1335- 
1336, 1337F, 1338 
corrente sangufnea 

adesao celula-celula 1054-1055 
uso pelas metastases 1101-1102 
correpressor de Groucho 870F, 871 
correpressores 385, 386F, 390, 392, 394, 395F 
correspondences codon-anticodon 345, 804 
cortex celular 

citoesqueleto cortical 591, 593 
emmitose 913 

filamentos de actina inferiores 592, 891, 907 
cortex cerebral 1200,1201F, 1205,1211 
cortisol 400, 835T, 875-876 
cotransportadores ver simportes 
Coxiella burnetii 1284F 
CPSF (fator de especificidade de 
poliadenilagao e clivagem) 324-325 
CRE (elemento de resposta ao AMP ciclico) 836 
CREB (proteina de ligagao a CRE) 836,841 
crescentina 897, 898F 
crescimento 

de orgaos e animais 1193-1198 
e decrescimento 1248 
crescimento celular 

controle da divisao celular e 1010-1018 
controle de, emplantas 1085 
controle e a via de PI-3-cinase-Akt 861 
diferenciando de proliferagao celular 1011 
vias reguladoras principals 1113-1114 
ver tambem fatores de crescimento 
criangas 

defeitos de nascimento 1154 
transporte de anticorpos em recem- 
-nascidos 737 
crime ver ciencia forense 
criptas intestinais 1122,1124,1218-1219 
criptocromos 885 
cristalografia eletronica 580, 586 
cristalografia por raio X /difragao por raio X 
ATP-sintase 777F 
bacteriorrodopsina 587 


B cr-Abl - imatinib e 1136F 
Ca 2+ /calmodulina/CaM-cinase II 841-842F 
canal de K + bacteriano 617 
capsideos virais 128-129F 
comparada a microscopia eletronica 562 
complexo ciclina/Cdk 970F 
complexos da cadeia respiratoria 768 
conexinas 1052F 

conformagoes das proteinas 120F, 121,144 

DNA e RNA-polimerases 304 

dominio SH2 853F 

dommioslg 1319F 

estrutura proteica 460,461F 

fibrilas amiloides 131F 

integrinas 1077 

lisozimas 144 

nucleossomos 189F, 192 

proteina carreadora ADP/ATP 780F 

proteinas de membrana 579-581 

reguladores transcricionais 375 

ribossomos 346F, 460 

ribulose bisfosfato carboxilase 461F 

RNA de transference 335F 

super-helices 117 

cristas 658, 757-758, 759-761F, 778-779 
cromatides-irmas 
biorientagao 988-989 
formagao na interfase 185 
formagao na profase 964 
ligagao ao cinetocoro 987 
ligagao de extremidades nao homologas e 
275F, 278 

nametafase 214-215 
na recombinagao homologa 275 
separagao 992, 993F, 994 
cromatina 

ativagao e repressao 205, 210 
empacotamento de DNA 179-193, 259 
estrutura e fungao 194-207 
heterocromatina e eucromatina 194, 976 
insergao de variantes de histona 198 
modelo zigue-zague 192 
posigao e expressao do gene 212, 213F 
propagagao de modificagoes 199-201 
tipos de proteinas 187 
transplante nuclear seguido de mudangas 
1252-1253 
cromatografia 

cromatografia de proteinas em colunas 
448-449 

cromatografia de troca ionica 448-449,452 
cromatografia hidrofobica 448,452 
cromatografia por afinidade 448-450,459, 
484 

cromatografia por gel-filtragao 448-449, 
450F, 455 

HPLC (cromatografia liquida de alto 
desempenho) 449,457 
cromocinesinas 984 
cromoforos 

fotoproteinas de plantas 884 
retina, em bacteriorrodopsina da 587 
cromossomo 13 humano 1108 
cromossomo 22 humano 
compactagao na mitose 187 
segao de amostra 183F 
translocagao com cromossomo 9 1093, 
1094F, 1135F 

cromossomo 5 humano 472F 


cromossomo 6 humano 132F, 1327 
cromossomo 9 humano 472F, 1093,1094F, 
1135F 

cromossomo Filadelfia 1093,1094F, 1095, 

1135 

cromossomo puffs 211 
cromossomos 

componentes essenciais de 185-186 
controle da duplicagao 974, 975F 
cromossomos plumosos 207-209,211 
cromossomos politenicos 208-211 
eletroforese de cromossomos inteiros 466 
empacotamento do DNA na cromatina 
187-193 

empacotamento do DNAna mitose 214 
estruturas globais 207-216 
forgas, no fuso mitotico 990-992 
genes rRNA 18IF, 330 
locus da cadeia de Ig 1320 
numero de pares de nucleotideos, humano 
257 

primeiras descobertas 173-174 
replicagao do DNA dentro dos 254-266 
cromossomos em metafase 214,486,988F 
cromossomos homologos 
eimpressao 408F 
segregagao na meiose I 1008 
cromossomos mitoticos 979F 
cromossomos na anafase 988F 
cromossomos Polycomb 208-211 
cromossomos sexuais 

compensagao da dosagem 410 
em diferentes organismos 486 
inativagao do X 410-411, 412F, 1252 
nao homologos 180 

sequencia de amostras do cromossomo X 
300F 

cronograma do desenvolvimento embrionario 
1176-1184 

crRNAs (CRISPR RNAs) 434 
CSFs (fatores estimuladores de colonias) 
1244-1246, 1257F 

CTCs (celulas tumorais circulantes) 1102 
CTD (dominio C-terminal) 310F, 311-312, 
311X316-317 
C-terminal 

cadeias polipetidicas principals 110F, 339 
imunoglobulinas ligadas a membrana e 
soluveis 1317 

ligagao de ancoras de GPI 688 
membrana de ancoragem 682 
sequencias-sinal na 647, 667 
sitio de clivagem do transcrito e 417-418 
CTLA4 (proteina 4 associada ao linfocito T 
citotoxico) 1138-1139,1337 
culinas 160,164 
cultura de celulas 

comportamento anormal de celulas de 
cancer 1098,1099-1100 
fatores de regulagao da hematopoiese 
1244 

fusao de mioblastos 1234 
homogeneidade da populagao 440,442 
limitagoes da cultura em lab oratorio 14 
linhagens de celula eucarioticas 442-444 
microscopia otica 440F, 442F 
necessidade de suporte 441 
organoides das celulas-tronco 1223 
proliferagao de fibroblastos 966F 
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culturas primarias 441 
curare 632 
currais 593 

CXCL12 ligante 1185-1186 

D 

daltonismo 300F 
Danio rerio ver peixe-zebra 
dano ao DNA 

por carcinogenos qmmicos 1127-1128 
resposta a apoptose 1022,1028 
resposta do ciclo celular 276,1014-1015 
resposta em celulas do cancer 1099,1113, 
1115-1116,1132 

sitios suscetiveis e lesoes tipicas 267 
telomeros e resposta 264 
via regulatoria do p53 1113,1115-1116 
ver tambem reparo de DNA 
ddNTP (didesoxinucleosideo trifosfato) 478 
decapeamento de mRNA 426-428 
decorina 1058F, 1060 
decrescimento 1248 
defensinas 1298,1302 
deficiencia de adesao leucocitaria 1076T, 
1077 

definigao de exon 322, 323F 
degradagao de proteinas 

acetilagao do N-terminal e 360-361 
efeito sobre as vidas medias 514 
regulagao por fosforilagao 360 
degradagao do mRNA mediada por ausencia 
de sentido 327F, 352-353 
degrons 158 

Deinococcus radiodurans 483 
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ausencia de coestimulagao 1337 
autotolerancia imunologica 1313-1314, 
1321 

selegao negativa 1332 
deletes cromossomicas, especificas para 
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dementia frontotemporal 324 
demetilases do DNA 404,406 
dendritos 

autoeliminagao 1206-1207 
no desenvolvimento neural 1198,1199F, 
1200-1201,1206-1207, 1208F 
papel nos neuronios 621,940 
dependencia a oncogene 1135 
dependencia de ancoragem 1079 
depurinagao 267T, 268-269, 270F 
derivados de nicotinamida ver NADH; 
NADPH 

derrame, apoptose e 1031-1032 
desaminagao 

adenina para inosina 335, 336-337F, 418 
arginina para NO 847 
citosina para uracila 267T, 268, 269F, 272F, 
418, 1322-1323 
de 5-metilcitosina 405 
de DNA produzindo bases nao naturais 
271-273 

edigao de RNA 418-419 
desaminagao de adenosina 335, 336, 337F 
descoberta de farmacos 

baseada em computadores 463 
celulas-tronco e 1258-1259 


desdiferenciagao 398,1249 
desenvolvimento embrionario 

adesao celula-celula dependente de 
caderinaem 1040-1041 
apoptose no 1022 
assimetrias 1151-1152 
blastomero a diferenciagao 1148F 
celulas germinativas e celulas somaticas 
1158 

controle do "momento" 1176-1184 
desenvolvimento neural 1198-1213 
genes especificos em animais 1149 
memoria celular no 1148,1150,1162,1164 
morfogenese 1184-1193 
morfogenese do tecido 1059 
padrao espacial no 1150-1154 
processos fundamentais em animais 1145 
programas de controle intracelular 1179 
retina 1236 
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em humanos e em outras especies 28-29, 
182 

nonucleolo 330 
ver tambem introns 
DNA regulador 

como conservado 217 
como nao codificador 7, 29 
diferengas entre especies animais 1149, 
1174-1175 

no genoma humano 185 
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descoberta 240 
e PCR 473 
ligagao 246-247 
Pol5 246, 261 
Pole 246 

translesao 273, 274F 
uso viral do hospedeiro 1289 
DNA-primases 245, 249, 253, 255, 256F, 263F 
DNAs de fita simples como sondas 472 
DNA-transferases 

manutengao de metiltransferases 404 
metiltransferases de novo 404-405, 406F 
dobra de imunoglobulina 121 
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filamentos semelhantes a vimentina 944T, 

946, 948, 959 

filamina 905, 911F, 912, 913F, 957, 958F 
filopodios 

Cdc42 e 956, 957F 
celulas endoteliais da ponta 1236 
cones de crescimento axonais 952,1201, 
1202F 

de fibroblastos 892F,911F 
filamentos de actina em 890, 951 
profilina e 906 

filtros de seletividade, canais ionicos 613, 618, 
619F, 622F 

fimbrina 905,911-912 
FISH (hibridizagao de fluorescencia in situ ) 
472F 

fissao mitocondrial 755-756,802-803 
fita iniciadora, DNA 240-241F, 243, 255, 262 
fita retardada 

determinagao 242 
sfntese de RNA iniciador 245 
fita selante 1047-1048,1049F, 1050 
fita-lfder, definigao 242 
fitocromos 883-885 
fitocromos sensfveis a luz 883-885 
fixagao do carbono 12 
em cloroplastos 783-786 
por cianobacteria 782 
fixagao do nitrogenio 12,14F, 86 
fixador de glutaraldefdo 535, 555 
fixadores 

microscopia eletronica 555-556, 559 
microscopia optica 535-536 
FK506 655F 
flagelinas 294,1290 
flagelos 

bacterianos 942,1267,1271 
construfdos a partir de microtubulos 941-942 
flavina-adenina dinucleotfdeo reduzido ver 
FADH2 


flipases (translocadores de fosfolipfdeos) 570, 
574, 690 

flip-flops entre camadas de lipfdeos 570, 588, 
689-690 

flor de espiga, trigo 559F 
flora normal 1264-1265,1276,1293,1298 
fluorescefna 537, 544, 545F 
fluorocromos inorganicos 538 
fluxo de microtubulos 991, 992F, 994 
FNR (ferredoxina-NADP + -redutase) 790F, 
792-793 

focalizagao isoeletrica 453-454 
folhas p 

como estrutura secundaria 117-118 
descoberta e descrigao 115-116 
dommios de imunoglobulina (Ig) 1318-1319 
em protefnas de reconhecimento de DNA 
377 

fibrila amiloide como 130-131,133 
folfculos linfoides 1312,1313F, 1322,1336 
fonte ionica de eletrospray 456-457 
fontes de ionizagao, espectrometria de massa 
456-457 

forga de ejegao polar 991-992 
forga de tragao 1046,1057,1063,1070,1082- 
1083, 1084-1085F 

forga proton-motriz 754, 762F, 767F, 768, 803 
nas mitocondrias e nos cloroplastos 794, 
795F 

quimiosmose antecedendo a 780-781 
forgas de ligagao 

pareamento de base 255 
tipos de ligagao 44F, 45T, 92 
forgas hidrofobicas 

como atragoes nao covalentes 44-45, 95 
estrutura proteica 111,114,355 
nas bicamadas lipfdicas 99 
formagao "lariat” (lago), splicing do RNA 
318-319, 320F, 321, 324 
formagao de alga de DNA 383-384, 385F, 386, 
391 

formagao de bolhas 953-953,1186 
formagao de celula do sangue 
celulas mieloides 1240 
em um sistema de celulas-tronco 
hierarquico 1239-1247 
formagao de memoria 836, 841 
formagao de tubos e vesfculas 1192 
formagao do mapa neural 1204-1206 
AT-formilmetionina 347, 800, 958,1031 
forminas 905, 906-907, 909F, 911, 957, 996, 
997 

forquilha de replicagao 
assimetria 240-244, 246 
bacteriana 249F 

eucariotica 253-255, 257-259, 261 
falha, resposta do ciclo celular 1014 
montagem do nucleossomo 261-265 
na fase S 974-977 

reparo de paradas ou quebras 277, 280, 

28 IF, 1134 

fosfatase Cdcl4 995 
fosfatase Cdc25 970, 973T, 979,1014 
fosfatases PTEN 859,1115,1117 
fosfatidilcolina 567, 570F, 571T, 572F, 573 
sfntese 689 

fosfatidiletanolamina 566-567, 571T, 574, 
689-690 


fosfatidilinositol (PI) 574, 577F 

interconversao com PIPs 700, 70IF, 737, 859 
fosfatidilserina 566-567, 57IT, 574, 689-690 
efagocitose 740,1030-1031 
e PICC 837 

fosfato, posigao nos nucleotfdeos 100 
fosfato de calcio (hidroxiapatita) 1229 
fosfodiesterase de AMP cfclico 834 
fosfodiesterases de GMP cfclico 844-845, 

846T, 847-848 

fosfodiesterases ver AMP cfclico; GMP cfclico 
fosfoenolpiruvato 79F, 85F, 105 
fosfofrutocinase 104 
3-fosfoglicerato 76, 77-78F, 85F, 105, 785 
fosfoglicerato-cinase 77F, 78,105 
fosfoglicerato mutase 105 
fosfoglicerfdeos, membrana celular 566-567 
fosfoglicose isomerase 104 
fosfoinositfdeos 

curvatura de membrana e 594 
ligagao de AP2 a 699 
marcagao de organelas e dommios de 
membrana 700 

na formagao do complexo de sinalizagao 
822, 823F 

fosfoinositfdeos fosfatase 859 
fosfolipase C 574 
fosfolipase C-£ (PLCQ 839F 
fosfolipase C-p (PLC|3) 836, 837T, 838F, 840F, 
859, 862F 

fosfolipase C-y (PLCy) 852, 853F, 859,862F 

fosfolipases 574 

fosfolipfdeos 

estruturas 566-567 

formagao espontanea da bicamada 568-569 
mobilidade 569-571 
nas membranas plasmaticas 9, 98 
sinalizagao de protefna G atraves de 836-838 
sftios de sfntese 760 

fosfolipfdeos inositol (fosfoinositfdeos) 572, 
574, 836 

fosfatidilinositol (PI) 377F, 574 
ligagao de profilina 906 
ver tambem PIPs 
fosforilagao 

autofosforilagao 364F, 688, 841, 842F 
autofosforilagao de bombas tipo P 607 
da serina nas caudas de RNA-polimerase 
312,316-317 

de serina no nucleossomo 196-197 
fatores de iniciagao 423-425 
no sistema de controle do ciclo celular 968, 
970F 

regulagao da degradagao proteica 360 
regulagao da fungao proteica 153-156,165T 
regulagao de respostas a sinais 826 
sinais de localizagao nuclear 655 
fosforilagao de protefnas, enzimas 154-156 
fosforilagao oxidativa 84-85, 86F, 753, 759F, 
761-763 

em celulas cancerosas 1098 
nosvegetais 786 

fossas revestidas por clatrina, membrana 
plasmatica 553F, 731, 734,1280 
fotoativagao, corantes fluorescentes 544, 546F 
fotografia de baixa luminosidade 534 
fotoliases 885 
fotoprotefnas 884 
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fotorreceptores, bastonetes e cones 844-846, 
848 

fotorrespiragao, peroxissomos na 667, 668F 
fotossmtese 

bacterias verdes sulfurosas 796 
como complementar a respiragao 55 
e oxigenio atmosferico 796-797 
energetica da 54F 

membrana tilacoide como local da 786-787 
papel dos cloroplastos na 782-799 
processo de transference de eletrons 788 
produgao de ATP pela 753 
separagao de cargas na 788-789, 792-793 
tipos de reagao 783-784 
ver tambem cloroplastos 
fotossistema I 755F, 789, 790F, 792-793, 794F 
fotossistema II 755F, 789-791, 792F, 793, 794F 
fotossistemas 

da membrana tilacoide 786 
em organismos fotossintetizantes 754-755, 
789F 

fototropina 885 

fragmentos de Okazaki 241-242,243F, 245- 
250, 253-254, 255F, 261 
fragmoplastos 1000,1001F 
FRAP (recuperagao da fluorescencia apos 
fotoclareamento) 545-546,588-589 
frequencia ver oscilagoes 
FRET (fluorescencia/transferencia de energia 
por ressonancia de Forster) 459, 543-544, 
545F, 855F 
frutose 

1, 6-bifosfato em glicolise 75F, 104 
6-fosfato na glicolise 85F, 104 
estrutura 96 

Fugu rubripes (baiacu) 29, 223 
fumarase como uma "enzima perfeita” 143 
fumarato 107 

fumodetabaco 1095,1127-1128,1129F 
fungao de espalhamento de um ponto 540, 
551-552, 553F 
fungao do gene 

analise de arranjos e 504 
deduzida de mutagoes 21-22,496,498-499 
deduzida de sequencias de DNA 20, 216-217 
estudos geneticos classicos 485-488 
testando com interference de RNA 499-501 
fungao proteica 

capacidade de ligagao e 134-169 
estrutura proteica e 462-463,483 
fosforilagao na regulagao 153-156 
inference por mapas de interagao 168 
investigagao utilizando recombinagao sitio- 
especifica 294-295 

monitoramento da dinamica por FRET 
543-546 

proteinas com fungao desconhecida 123 
fungao sigmoide 517 
fungoes logicas 

logicaE 521-522, 523F 
logica E NAO 521-522 
fungos 

como eucariotos 26-27 
inibidores bacterianos de 351 
Neurospora e definigao de gene 416-417 
patogenico 1271-1272,1299F 
variagao do codigo genetico 349 
ver tambem leveduras 


fusao de genes 495 
fusao de membrana 
endolisossomos 723 
homotipica e heterotipica 712 
proteinas SNARE na 708-709 
fusao de membrana heterotipica 712 
fusao de membrana homotipica 712, 721, 748 
fusao mitocondrial 802-803,804F, 808 
fusos mitoticos 
anastral 987 
bipolaridade 986-987 
cinesinase 936 
desmontagem 995 
efeitos do monastrol 460F 
forgas nos cromossomos 990-992 
ligagao ao cromossomo 988, 989F 
metafase 983F 

microscopia de fluorescencia 538F, 545F 
microtubulos e 889-890, 940-941, 982-094 
montagem 984-985 

na divisao celular assimetrica 1001-1002 
papel do centrossomo 930 
papel do posicionamento na citocinese 
997-999,1001 
proteinaApce 1124 


G 

Gj/S-Cdk 971, 984, 1004,1012-1014 
G r Cdk 972,1012-1014 
GABA (acido y-aminobutirico) 

com um neurotransmissor inibitorio 629 
receptores como alvo de farmacos 632 
GAGs (glicosaminoglicanos) 

cadeias de glicosaminoglicanos 711,719,728 
como macromoleculas da matriz 
extracelular 1057-1058 
em proteoglicanos 1059-1060,1061F, 1070- 
1071 

pectinas como semelhante 1084 
galactocerebrosidase 575F 
galactose 96 

(3-galactosidase (|3-gal) 282F, 394F, 501F 

galactosiltransferase 546F 

gametas 

anormais 286,1010 
definigao 1004 
emplantas 1183 

formagao com recombinagao genetica 231 
mitocondria em 807 
ver tambem ovulos; meiose; 
espermatozoides 
gangliosideo G M1 575F, 576 
gangliosideos 575 

GAPs (proteinas de ativagao GTPase) 157,158F 
controle de proteinas de ligagao a GTP 820, 
821F 

Ran-GAP 653-654, 656 
Ras-GAPs 855 

recrutamento de revestimento 703 
Rho-GAPs 858 
gastrulagao 

adesao e migragao celular 1185,1187-1188 
peixe-zebra 1189F 
perda de pluripotencia 1148 
preservagao do padrao de expressao genico 
1161,1187 
variabilidade 1155 


GDI (inibidor de dissociagao Rab-GDP) 705, 
706F, 707 

GDIs (inibidor de dissociagao do nucleotideo 
guanina) 858 

GDP (guanosina difosfato) de ligagao a eIF2 
424 

GEFs (fatores de troca do nucleotideo 
guanina) 157,158F 

controle de proteinas de ligagao a GTP 820, 
821F 

estabilizagao de cromossomos dos 
microtubulos 986 
Rab-GEFs 706 
Rac-GEFs 960 
Ran-GEF 653, 656 
Ras-GEFs 855, 860, 862F 
recrutamento de revestimento 703 
Rho-GEFs 858, 958, 997 
gelo vitreo 556, 560 
gelsolina 905,909-910 
gemeos identicos 412,477 
gemeos Siameses 1167 
geminina 975 
gen eAbcbl 1139 

gene Abl, no hibrido Bcr-Abl 1135 

gene Ape supressor de tumor 1123-1124,1220 

gen e AraJ{E. coli) 521 

gene Bcr, no hibrido Bcr-Abl 1135 

gene Bicoid 1158-1159 

gene CreERT2 1221-1222F 

gene c-Src 1105 

gene da actina 37IF, 923 

gene da tropomiosina a 319F 

gen eDiap 1197F 

gene do fator VIII 301F,318F 

gene Dpp (decapentaplegico) 1165-1166, 

1169 

gen eDscam 415F, 1208F 

gene Engrailed (Drosophila) 1160-1161, 

1162F 

gene Eve ( even-skipped ) 392-394, 395F 
gen eFbxl5 1255F 

gene Flc (locus de floragao C) 1183-1184 

gene FT (locus de floragao T) 1183 

gene Gag , HIV 420F 

gene Inti 869 

gene Kcnql 409 

gene Krilppel 1159 

gene Let7 1180-1181 

gene Lgr5 1221-1223,1224F 

gene Linl 4 1181F 

gene Lin4 1180-1181 

gene Mdrl 1139 

gene MyoD 206F 

gene Nanog 1254F 

gene Pax6 (eyeless) 397-398F, 1146F, 1171 
gene Sog (gastrulagao de Short) 1165-1166, 
1169 

gene Toll 1158F, 1165 
gene v-Src 1105 
gene White, Drosophila 195F 
gene Wingless 536F, 869,1161 
gene Yap/Yorkie 1197F 
gene/cinase Kit 

efeitos de mutagoes em humanos e 
camundongos 37F, 1187 
fator de celula-tronco e 1244 
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gene/complexo Antennapedia 1161F, 1162- 
1163, 1164F, 1169, 1170F 
gene/complexo Bithorax 1162-1163,1164F, 
1169,1170F 

gene/complexo Ubx {Ultrabithorax) 1162F, 
1164F 

gene/protema CFTR (regulador de 
condutancia transmembrana da fibrose 
cfstica) 225F, 611 

gene/protema LacZ 382F, 384F, 1162F, 
1221-1222F 

gene/protema pilina 1290 
genes 

codificando multiplas protemas 318 
definigao de 182,416-417 
delegao especffica 294-295 
distribuigao no nucleo 211-212 
em rapida evolugao e conservados 15-16 
especfficos para o desenvolvimento animal 
1149 

genes essenciais de fungao desconhecida 
499 

identificagao de novos genes por perfil de 
ribossomo 506, 507F 
isolamento e superexpressao 464 
mecanismos para inovagao em 16-17 
mitocondrial, em diferentes especies 801F 
multiplas protemas de 415 
natureza da informagao hereditaria 173-174 
numero de protemas codificadoras 184T, 

185 

numero e densidade em diferentes especies 
182F, 415-416 

numero em bacterias e arqueias 16 
protemas codificadas por 7 
transferences horizontal e vertical 16 
genes Brcal eBrca2 267,1116,1133-1135 
genes CESA (celulose sintase) 1085 
genes codificadores de protemas 120,122-123 
genes conservados 15-16,216-217 
ciclo da celula eucariotica 32 
comum para todos os dommios 20, 21T 
importance bioqufmica 21-22 
genes crfticos para o cancer 
cenarios mutacionais 1112F 
descobertas e efeitos 1104-1126 
estudos em camundongos 1117-1118 
modificagoes no genoma de cancer e 1111, 
1141 

proporgao do genoma humano 1112-1113 
via da Ras-MAP-cinase 1137F 
ver tambem oncogenes; genes supressores 
de tumor 

genes da regra dos pares 1159-1160,1162 
genes da segmentagao 

corpo dos insetos 1159,1160F 
em vertebrados 1177 
hierarquia reguladora 1161F 
genes de efeito materno 1158-1159 
genes de efeito zigotico 1159,1165,1181F, 
2282 

genes de leptina 219-220F 
genes de manutengao ( housekeeping) 406, 
407F 

genes de manutengao do genoma 1104,1110F 
genes de polaridade do ovo 1157-1159,1160- 
1161F, 1163,1165 


genes de polaridade do segmento 1159-1162 
genes de respostas retardadas 1013F 
genes de RNA 

em S. cerevisiae 305 
no genoma humano 185 
para rRNA 327, 330 

genes de virulencia/fatores de virulencia 609, 
61 OF, 1268-1270 
genes do anel Balbiani 326 
genes gap 1159-1160,1162 
genes Hedgehog 1160-1161F 
genes Hes 1178 
genes homologos 216 
genes Hox 1162-1164 

no refinamento de padrao 1161-1164,1169 
rombomerose 1188 
genes mutadores 250 
genes MutLeMutS 1124 
genes primarios imediatos 856,1013F 
genes reguladores 

multicelularidade e 29-30 
na evolugao dos vertebrados 227F 
"genes saltadores” ver elementos geneticos 
moveis 

genes supressores de tumor 

alteragoes na sequencia de DNA 1110F 
descoberta 1107-1109 
exemplos 1110F, 1115 
inativagao genetica e epigenetica 1108- 
1109,1110F 

mutagoes com perda de fungao 1104 
genes Twist 1165,1166F 
genes/celulas pro-neurais 1172 
genes-reporter 393, 394F, 501-502, 884F 
genetica reversa 494-495, 500 
genoma do cloroplasto 782, 802F, 806-807 
genoma humano 

analise e tratamento medico 506 
blocos haplotipos 492 
como modelo genetico 36- 37 
densidade genica e tamanho de genes no 
182,184 

elementos geneticos moveis no 218F, 287, 
291-292 

evidencia de migragoes 232 
genes codificadores de protemas 120,122- 
123 

genoma de camundongo comparado ao 
220F, 221-222 

genoma mitocondrial humano 801-802F, 
804-805 

numero de genes codificadores de canais 
ionicos 635 

numero de genes codificadores de colagenos 
1062 

numero de genes codificadores de enzimas 
do Golgi 718 

numero de genes codificadores de 
filamentos intermediaries 944, 946 
numero de genes codificadores de fosfatases 
ecinases 819 

numero de genes codificadores de protemas 
receptoras 814, 832 
numero de genes codificadores de 
receptores-orfaos 875 
numero de genes e proporgao expressa 371 
numero de mcRNAs produzidos 429,435 


numero de nucleotfdeos 28, 37,175,183F, 
184T 

origens de replicagao 260-261 
outras estatfsticas 184T 
polimorfismos do MHC 1331 
proporgao de genes criticos para o cancer 
1112-1113 

regioes conservadas como funcionais 217 
segao de amostra do cromossomo 22 183F 
segao de amostra do cromossomo X 300F 
tamanho 178,179,184T 
taxas de mutagao 238 
variabilidade 38, 232-234 
genomas 

agregados, microbioma humano 1264 
antigo 223-224 
de cloroplastos 800-809 
diversidade de 10-23 
eucariotos 23-39 
evolugao 216-234 

genes importantes para multicelularidade 
1149 

hfbrido 27-28 
mitocondrial 27, 800-809 
proporgao que codifica transportadores ABC 
609 

ver tambem genoma do cloroplasto; genoma 
humano; DNA mitocondrial 
genomica comparativa 218,482,1269F 
genotipos definigao 485-486 
Get3 ATPase 682F 

GFP (proteina verde fluorescente) 459F, 50IF, 
502, 504F, 543, 546F 
estrutura 543F 

protemas de fusao 50IF, 502, 504F, 543, 589, 
715F, 802-803 
giberelinas 881 
gigantismo hipofisario 1196 
GK dommios 1050 
glandula hipofisaria 1196 
glandula pineal 877 
GlcNAc ver N- acetilglicosamina 
gliceraldefdo 96 

gliceraldefdo 3-fosfato desidrogenase 105 
gliceraldefdo-3-fosfato 75F, 76, 77F, 78, 
104-105, 760 

na fotossmtese 784-786, 792 
glicina 

como um neurotransmissor inibitorio 629 
em colagenos 1062 
estrutura 113 
naelastina 1065 
glicobiologia 718 
glicocalice 582 

glicocorticoides, resposta do ffgado 372 
glicoforina 579F, 592F 
glicofosfatidilinositol (GPI) 573, 577F, 582 
ancoras de GPI 573F, 577, 582, 688-689, 749, 
1039, 1060 
glicogenio 

polissacarideos 7IF, 79-81, 87, 97 
quebra 827-828, 835T, 837T 
glicogenio-sintase-cinase-3 (GSK3) 870 
glicolipfdeos 

como constituintes de membrana 568, 
575-576 
estrutura 99 
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glicolise 

em celulas de cancer 1098-1099,1103,1115 
emplantas 786 
estagiosda 104-105 
pela produgao de ATP 74-78, 781 
superioridade da fosforilagao oxidativa 756 
glicoprotema P (MDR) 610,1293 
glicoprotemas, nao colagenosas 
como macromoleculas da matriz 
extracelular 1057,1073-1074 
distinguindo proteoglicanos 1059 
glicoprotema variante-especffica (VSG) 

1290 

laminina 1058F, 1069-1073,1075-1077 
nidogenio 1058F, 1070,1071F 
organizagao da matriz por 1066-1067 
ver tambem fibronectina 
glicosaminoglicanos ver GAGs 
glicose 

estrutura 96 

metabolismo anormal em celulas de cancer 
1098 

produgao de ATP da oxidagao 775 
transporte transcelular 605F 
ver tambem glicolise 

glicose-6-fosfato, na glicolise 79, 80F, 85F, 

87F, 104 

glicosfingolipfdeos 690, 749 
glicosidases 685, 716, 718, 722 
glicosilagao 

da protefna Notch 868 
no enovelamento da protefna 685 
proposito de 719-720 
protefnas de membrana 582-583, 683-684, 
723 

glicosilagao O-ligada 719 
glicosilases de DNA 269, 270F, 271, 273 
glicosiltransferases 685, 716,718-720, 868, 
1059 

glioblastoma 

interrupgao da via Rb 1113 
mutagao do receptor de EGF em 1107,1117 
glioxissomos 667 
glipicanos 1073 
(3-globina 

sequencia de DNA do gene de camundongo 
223F 

sequencia de DNA do gene humano 179F, 
223F, 318F 

sequencias da barreira HS4 e 202 
p-talassemia e 324F 
globinas, evolugao 229-230 
globulos brancos ver leucocitos 
globulos fractals 212 
globulos fundidos 354 
globulos vermelhos ver eritrocitos 
glomerulos renais 1063T, 1069-1071 
glucagon 132F, 835T 
glutamato neurotransmissor 629, 636 
glutamina 
estrutura 113 
sfntese 66, 70 

glutationa S-transferase (GST) 451 
GMCSF (fator estimulador de colonia de 
granulocito-macrofago) 864T 
GMP cfclico (cGMP) 844-848, 880 

cinase dependente de GMP cfclico 155F 
golginas 721-722 


gonorreia 19,288,1303 
gorduras 

armazenamento de energia como 78-79, 81, 
82F 

armazenamento de energia em plantas 
785-786 

oxidagao para acetil-CoA 81-82, 83F 
gota 1301 
gotas lipfdicas 573 
GPCR-cinases (GRKs) 848, 849F 
GPCRs i/erreceptores acoplados a protefna G 
gradiente de Na + 602, 603F, 604, 605F, 608, 
616 

gradiente de protons (gradiente de H + ) 
bacteriorrodopsina e 587 
cadeia transportadora de eletrons e 86F 
membrana mitocondrial 103, 662, 727 
membrana tilacoide 791,793-794 
transporte ativo em bacterias, leveduras e 
vegetais 586 

utilizagao pelas ATP-sintases 586, 606, 779, 
793 

gradientes de concentragao 

dirigindo transporte passivo 599 
migragao de celulas germinativas 1186F 
moleculas de sinalizagao em 
desenvolvimento 1151 
morfogenese 1158,1165-1166F, 1200 
gradientes de concentragao ionica 601-604 
gradientes de K + 607,615, 617 
gradientes de pH 

contribuigao para os gradientes 
eletroqufmicos 662, 762-763 
focalizagao isoeletrica 453 
gradientes eletroqufmicos 

alimentando ATP-sintase 774, 776 
composto por potenciais de membrana 
e gradientes de concentragao 599, 662, 
762-763 

membrana tilacoide 784F 
membranas mitocondriais 758 
no acoplamento quimiosmotico 754 
transporte de membrana e 599-600, 602, 
612, 662 

gradientes osmoticos 612 
grafeno 554F 

grafico de Ramachandran 11 IF 
graficos de hidropatia 579-580, 681F 
graficos duplos-recfprocos 143 
grana, membrana tilacoide 783, 789 
grandes macacos 218, 219F, 220 
granulocitos 864T, 1239,1241T, 1245 
granulos de estresse 427-428 
granulos P 1002F 
granulos secretores 132 
granulos secretores de nucleo denso ver 
vesfculas secretoras 
granzimas 1334 

gravidade e crescimento de plantas 881F, 883, 
884F 

GRKs (GPCR-cinases) 848, 849F 
grupo de protefnas Polycomb 1164,1165F, 
1183 

grupo heme 
biossfntese 760 

e ferro, na hemoglobina 147F, 148 
no citocromo c 766 
grupos hidroxila, ligagoes a e |3 97 


GSK3 (glicogenio-sintase-3-cinase) 870-871, 
872F, 881 

GST (glutationa S-transferase) 451 
GTP (guanosina trifosfato) 
estrutura 85F 

no ciclo do acido cftrico 83, 84F, 106-107 
GTPase Rheb 854T,861 
GTPases 

como reguladores de celula 156-157 
EF-Tu 160-161,163 
famflia Rho como 997 
famflias Rab e Ras 278, 854 
monomerica 703, 820, 854 
septinascomo 949 

subunidade a da protefna G como 820, 832 
GTPases da famflia Rab 278 

como membros da superfamflia Ras 854T 
localizagao subcelular 706T 
no transporte vesicular 705-709 
GTPases da famflia Ras 278, 854T 
oncogenes Ras 1106,1118,1123,1125 
GTPases monomericas 820, 821F 
famflia Rho 843, 956 
guanililciclase 844, 846-847 
guaniltransferases 316 
guanina 

desaminagao para xantina 272F, 273 
estrutura 100 
0 6 -metil 271 

pareamento de base de DNA com citosina 
176,177F 

sfntese e ribocontroladores 414F 
guanosina 

7-metil 316-317F 
AT,AT-dimetil 337F 

H 

H + ver proton 
Haemanthus 992F 
Halobacterium salinarum 587, 588F 
HARs (regioes aceleradas humanas) 226 
HATs (histonas acetiltransferases) 196 
HDACs (complexos de histonas desacetilases) 
196, 201, 390, 1257 

HDL (lipoprotefnas de alta densidade) em 
nanodiscos 586 
helice comutadora 161 
helices 

alternativa do anel fechado 124 
dupla-helice de DNA 3F 
filamentos do citoesqueleto 893-894 
helice S4 622 
microtubulos 926 
quiralidade 124-125 
razoes para a abundancia 124 
tripla-helice de colageno 124-125,1061, 
1070 

ver tambem a-helices; dupla-helice 
“helices aleatorias” 1065,1066F 
helices em grampo, DNA 246, 247F 
helices em grampo, RNA 307, 326 
a-helices que atravessam a membrana 677, 
679, 680, 777 
a-helices 

ancoragem na membrana 682 
bacteriorrodopsina 586-587 
brago da miosina 916 
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canais de ions 617-618, 631F 
como elementos estruturais secundarios 
117-118 

descoberta e descrigao 115-116 
emfilamentos intermediaries 945 
em motivos estruturais de protefna 376-377 
em protefnas nascentes 349, 354 
em transportadores 603 
helices de comutagao 161 
no enovelamento de histonas 188 
passagem pela membrana 579-581, 677, 

679, 680 

Helicobacter pylori 1129F, 1132,1263,1265, 
1277 

hematopoiese 1241,1243F 
hematoxilina 535, 536F 
hemicanais (conexons) 1051-1052 
hemidesmossomos 893F, 946, 947F, 1036, 

1076 

hemofilia 291,300F 
hemoglobina 

como uma protefna multissubunidade 123 
comparagoes entre especies 37F 
expressao nas celulas sangufneas 371 
fetal 229 

grupo heme 147F, 148 
ver tambem globinas 
hepatocitos, doenga da celula I 728-729 
heranga 

alteragoes na expressao genica de amplitude 
cromossomica 409-411 
de organelas 648, 807 
heranga citoplasmatica 807 
heranga de protefna apenas 131 
heranga epigenetica 

da expressao genica 411-412 
e estrutura da cromatina 194, 204-206, 
409-411 

mecanismos de agao em cis e trans 412, 

413F 

heranga mendeliana 408F, 493 

em contraste com heranga citoplasmatica 
807-808 

hereditariedade 

como caracterfstica da vida 2 
DNA e o mecanismo de 174,177-178 
heranga epigenetica 194 
hermafroditismo, C. elegans 33,1180F, 1194 
herpes-vfrus alfa neurotropico 1288 
herpes-virus humano HHV-8 1132 
herpes-vfrus/herpes-vfrus simples 1273T, 
1279, 1286, 1288 
heterocariontes 444F, 588 
heterocromatina 
eeucromatina 194 
em torno dos centromeros 432-433 
heterocromatina pericentrica 204F 
interferencia de RNA 432-433 
localizagao 211-212 
na inativagao do X 410 
nas celulas cancerosas 1097,1109 
silenciamento genico 206-207 
ver tambem HP1 

heterotopia periventricular 912, 913F 
heterozigose, perda da 281 
HGF (fator de crescimento de hepatocitos) 
1073 

hialuronana 1057F, 1058-1060,1061F 


hibridizagao 

na hibridizagao in situ 502, 536 
na tecnologia de DNA recombinante 464,473 
sequencias de nucleotideos da 472 
hibridizagao (DNA) 

e recombinagao homologa 277-278 
em microarranjos 257, 258F 
hibridomas 444 
hidrocarbonos 

como hidrofobicos 44, 92 
estruturas 90 
hidrofilicidade 

comparada com hidrofobicidade 44, 92 
imunoglobulinas soluveis 1317 
hidrofobicidade 

baixa em regioes desordenadas 126 
comparada com hidrofilicidade 44, 92 
e mecanismos de controle de qualidade 357, 
359 

imunoglobulinas ligadas a membrana 1317 
protefnas nao ribossomicas 808 
protefnas transmembrana 577, 579F, 593 
reguladores transcricionais modulados por 
ligante 874 

hidrogenagao e desidrogenagao 56 
hidrolases 

atividade nos endossomos 736 
noslisossomos 722-723,727 
transporte para endossomos 728-729F 
hidrolise 

como o contrario das reagoes de 
condensagao 49F 
dano ao DNA por 267T 
hidrolise de ATP 

aminoacil-tRNA sintetases 337 
catalise da actina 894, 901, 904, 954F 
emlisossomos 723 
em translocadores fosfolipfdicos 690 
importagao de protefna em peroxissomos 
667 

importagao de protefna na mitocondria 661 
importagao de protefna no RE 682 
no proteassomo 358, 359F 
no transporte ativo 60, 602, 605-606, 608F, 
838 

operagao chaperonas 356 
operagao DNA-helicase 246F 
operagao DNA-ligase 246 
por cabegas de miosina 916 
por cinesinas 936, 937F 
pordinefnas 938F 

rearranjos do spliceossomo do RNA 321 
sfntese macromolecular 70-73 
translocagao NPC 655 
utilidade global 65 
hidrolise de GTP 

catalise de tubulina de 894 
em domfnios Rab5 707 
microtubulos 928 
na importagao nuclear 654 
na sfntese de protefnas 343-344, 345-346 
hidrolise do nucleosfdeo trifosfato 894, 896, 
902-903 

hidrolise do pirofosfato na biossfntese 71-72 
hidroxilapatita (fosfato de calcio) 1229 
hidroxiprolina 1062F, 1084 
HIFs (fatores induzfveis por hipoxia) 1191, 
1237 


higromicina 35IF 

hipermutagoes somaticas 1321-1323,1325, 
1335-1336, 1338F 
hiperpolarizagao 844-845 
hipocampo 

LTP (potencializagao de longo prazo) 636- 
637 

protefnas associadas a microtubulos 932F 
velocidade de renovagao de neuronios 1250 
hipoclorito 1239 
hipotalamo 877 
hipotese de endossimbiose 800 
hipotese sinalizadora 672, 673F 
hipoxantina 271, 272F 
hipoxia 1115,1116F, 1191,1238F 
histamina 742,1239,1241T, 1317 
histerese, na retroalimentagao positiva 518 
histidina 

complexo clorofila-protefna 787-788 
estrutura 112 
ligagao metal-fon 450 

histonaHl (histona de ligagao) 192-193,1252 
histonas 

e protefnas nao histonas 187 
modificagoes de cadeia lateral 196-197 
reprogramagao nuclear 1252-1253 
separagao de amostras 440 
sfntese e ciclo celular 261 
histonas acetilases 202 
histonas desmetilases 196,201,1257F 
histonas metiltransferases 196, 390,1257F 
Histoplasma capsulatum 1272 
HIV (virus da imunodeficiencia humana) 
atenuagao da transcrigao 414 
detecgao em amostras 475F 
diversificagao de SIV 129IF 
e o cancer 1130T, 1132 
erros de replicagao e evolugao 1291 
estrutura do capsfdeo 562F 
genoma 420F 

infecgao e fusao da membrana 709, 710F 
invasao das celulas T auxiliares 1332 
terapias de combinagao 1140 
transporte nuclear regulado e 419-421 
HIV-1 1273T, 1286, 1289, 1291 
receptores necessarios 1279-1280 
HNPCC (cancer de colon hereditario sem 
polipose) 250,1124-1125 
hnRNPs (ribonucleoprotefnas nucleares 
heterogeneas) 323F, 326 
Homo sapiens 

como um eucarioto 16F 
como um organismo-modelo 29T, 33,491- 
492 

homogenatos 

de fracionamento subcelular 445 
sistemas sem celulas 451 
homologos 

em celulas humanas 180 
ortologos e paralogos 17-18 
homunculos 1155,1205 
Hooke, Robert 439,1081 
hormonio do crescimento 
gigantismo e nanismo 1196 
via de sinalizagao IAK-STAT e 864T 
ver tambem reguladores do crescimento 
vegetal 

hormonio luteinizante 835T 
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hormonios 

esteroides 875-876 
melatonina 877 

moderados por AMP ciclico 835T 
na hematopoiese 1244 
na sinalizagao extracelular 815 
produgao atraves de clonagem de DNA 
484 

regulagao de transigoes do desenvolvimento 
1182 

resposta de expressao genica 372,400 
somatostatina 835-836 
hormonios sexuais 99, 875-876 
hormonios tireoidianos 835T, 874, 876,1182 
HP1 (proteina especifica de heterocromatina) 
197, 200F, 202F, 204F, 206, 210-211 
HPLC (cromatografia liquida de alta 
eficiencia) 449,457 

HPV (papilomavhus humano) 1131,1265, 
1273T 

hsp60 (proteina de choque termico) 355-357, 
662 

i 

IAPs (inibidores de apoptose) 1029-1030 
ICAM1 1055F, 1076T, 1077 
ICAMs (moleculas de adesao de celulas 
intercelulares) 1055,1056F 
idade 

e erros no reparo do DNA 274 
e incidencia de cancer 1094-1095,1111 
e mutagoes mitocondriais 808 
ver tambem envelhecimento prematuro 
IFN ver interferon 
IFT (transporte intrafiagelar) 943 
Ig ver imunoglobulinas 
IGF1 (fator de crescimento semelhante a 
insulina-1) 850T, 852,1196 
Igf2 (fator de crescimento semelhante a 
insulina-2) 407, 409 
IGFBP (proteina de ligagao do fator de 
crescimento semelhante a insulina) 1066F 
IL-1,5, 6,10,12,13,17 e 21 ver interleucinas 
ilhas CG 406-407 

ilhas de patogenicidade 1268-1269,1282F 
ILK (cinase acoplada a integrina) 1079 
imagem, melhora da 534, 561 
imagem de superficie, por SEM 558 
imagem multifotonica 542 
imagem tridimensional 

microscopia eletronica 557-558, 560F 
microscopia optica 540, 541F, 542, 550F, 
553F 

imagens por sequencia de intervalo de tempo 
1249 

microscopia de fluorescencia 757F, 803F, 
875F, 935F, 99IF, 1178 
imatinibe 1135-1136F 
importagao pos-traducional 

mitocondrias e cloroplastos 659, 664, 670 
reticulo endoplasmatico 677, 683, 685 
impressao ( imprinting ), genomica 407-409 
impressao digital de DNA 475-477 
impulsos nervosos ver potenciais de agao 
imunizagao 

celulas tumorais e 1324 
como base de vacinagao 1307 


moleculas "proprias" 1313 
respostas imunes primaria e secundaria 
1310,1311F 

imunocitoquimica indireta 539 
imunodeficiencia 957 
ver tambem HIV 

imunodetecgao ( Western blotting ) 455 
imunofluorescencia 539F 
imunoglobulinas (Ig) 

cinco classes em mamiferos 1316-1317 
classes secundarias 1322-1323 
como moleculas bivalentes 1316 
distingao das celulas B e T 1308-1309,1324 
dominios semelhantes a Ig 1325,1338 
e linfocitos B 1315-1324 
evolugao 1338-1339 
mecanismos de diversificagao 1323F 
na adesao celula-celula 1055-1056,1077 
recombinagao de exons em 230 
recombinagao V(J)D em 290 
repertorio humano primario 1319 
repertorio humano secundario 1320 
soluveis e ligadas a membrana 1315-1316, 
1317 

versatilidade de sitios de ligagao 138,1320 
ver tambem anticorpos 
imunomarcagao 1202F 
imunoprecipitagao 449-450 

coimunoprecipitagao 457, 505, 506F 
imunossupressao 

farmacos imunossupressores 655F 
microambientes tumorais 1137,1138F 
in silico, significados 472 
in vitro , significados 440-441 
in vivo, significados 440-441 
inativagao, e velocidade da resposta a sinal 
825-826, 848 

inativagao clonal/supressao clonal 
autotolerancia imunologica 1314 
inativagao de genes por RNAi 433,499 
inativagao de receptores 848 
inativagao do X 410-411,412F, 1252 
incontinencia pigmentar 300F 
indels 492 

indicador fura-2 547, 839 
indicadores de fluorescencia 546-547 
indicadores sensiveis a ions 546-547 
indice mitotico 966 
indices de refragao 532 
indugao sequencial 1153-1154,1160 
inexinas 1051 
inflamossomos 1301 
inibigao do crescimento por TGF|3 1012 
inibigao lateral 867, 868F, 1151-1152,1174F, 
1178-1179 

mediada por Notch 1171-1173,1224-1225 
inibigao por contato 1098F 
inibidor da transcriptase reversa AZT 1292 
inibidor de iCAD (de CAD) 1024F 
inibidores da fungao proteica 459-460 
inibidores da PARP (Poli-ADP-ribose 
polimerase) 1133-1135,1139 
iniciagao abortiva 306 
iniciagao da transcrigao 
emeucariotos 310-313,387 
terminagao 306-309 

uso da modificagao da cromatina 387-388 
iniciadores de DNA, na PCR 473 


iniciadores de RNA 245, 247, 249, 253 
influenzavirus 

como um virus causador de doenga 1265, 
1273T 

efeito sobre a transcrigao na celula 
hospedeira 1288 
estruturas 1274 
genoma da fita negativa 1289 
infecgao por endocitose 709,1280-1281 
influenza A1273T, 1280 
nomenclatura 1292F 
pandemia 1291,1292F 
rearranjo genomico 1291,1292F 
injegao de DNA por bacteriofagos 19F 
inosina, no tRNA 336, 337F 
inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) 837, 847 
inovagao genetica 16-17, 217-218, 221, 
227-232 

instabilidade dinamica, actina 903 
instabilidade dinamica, microtubulos 927- 
929, 935 

instabilidade genetica, celulas de cancer 
1097, 1103,1111-1112, 1116, 1125,1133- 
1134,1139 
insulina 

agao via receptor tirosina-cinase 850T 
arranjo 130 

delegao de timocitos reconhecedores 1332 
endossomos recicladores e 738 
secregao pelas celulas p pancreaticas 1226 
via de sinalizagao PI 3-cinase-Akt e 860, 
1114-1115 

integragao, sistemas de sinalizagao 
intracelular 825 
integragao numerica 512 
integrases 291 
integrinas 

como proteinas transmembrana de adesao 

1037 

como receptores de matriz 1074 
conformagoes ativa e inativa 1077-1078 
integrina aL(32 (LFA1) 1055F, 1076T, 1077 
ligagao de fibronectina 1067-1068 
mediagao de adesao celula-celula 1038, 
1054,1077 

mediagao de jungoes celula-matriz 1037F, 

1038 

na adesao celular e na motilidade 955-956, 
959 

proteinas de sinalizagao intracelular e 1079- 
1080 

sitios de ligagao 1075 
subunidades a e p 1075 
tiposde 1076T 

tirosinas-cinase citoplasmaticas e 862-863 
interagao de tetrassacarideos 1059 
inter agao e ligagao ao ligante 151 
interagoes de ligagao 

ligagoes cooperativas 516-517 
proteinas com promotores 510-512, 515F 
interagoes mesenquimais-epiteliais 1190 
interagoes nao covalentes/ligagoes nao 
covalentes 

em macromoleculas 49-50 
filamentos do citoesqueleto 893 
ligagao de ligante 134,139F, 140 
nas membranas biologicas 565 
no enovelamento proteico 110-111,114 
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protefnas associadas a membrana 577 
quatro tipos 44-45, 45T, 94-95 
interagoes proteina-protema 
aquaporinas 580F 

envolvimento de fatores de transcrigao 385 
filamentos citoesqueleticos 894 
identificagao de protefnas interativas 457- 
458 

mapeamento de interagao 166-168 
mediadas por domfnios interativos 852 
metodos bioqufmicos e opticos 457-459 
protefnas transmembrana 580, 590 
regulagaopor 157 
tipos de interface 137 
uso de FRET 459 

ver tambem subunidades proteicas 
interagoes repulsivas, jungoes celula-celula 
1188,1206 

intercambialidade de protefnas homologas 
entre especies 1146 
interfase 

como estagio do ciclo celular 185, 964 
componentes 964, 965F 
estado do cromossomo na 185-188,198, 
207-208, 209F 

interferencia de RNA (RNAi) 

como um mecanismo de defesa 431-432 
como uma ferramenta experimental 433 
formagao da heterocromatina 432-433 
limitagoes 501 
ncRNAs pequenos e 429-431 
teste de fungao genica 499-501 
interferencia do retrocruzamento 1010 
interferon a (IFN-a) 

como uma citocina 1304 
via de sinalizagao JAK-STAT e 864T, 1304 
interferon |3 (IFN-J3) 1304 
interferon y (IFN-y) 

como um interferon tipo II 1304 
de celulas T auxiliares efetoras 1335-1336 
via de sinalizagao JAK-STAT e 864T 
interleucinas 

IL-1 (interleucina 1) 873,1257F, 1301 
IL-3 1257F 
IL-4 1336 
IL-5 1335F 

IL-6 1301,1335F, 1336 
IL-10 1335F, 1336 
IL-12 1301,1335 
IL-13 1335F 
IL-17 1301,1335F, 1336 
IL-21 1335F, 1336 

intermediarios nucleotfdeo-agucar, na 
glicosilagao 684 
intestino delgado 

autorrenovagao mais rapida 1217,1218F 
jungoes compactas 1037,1049F 
localizagao de celulas-tronco 1219 
fntrons (sequencias de intervengao) 
auto-splicing 324 
descoberta 417 
faixa de tamanhos 319, 321 
no genoma humano 183F, 184, 224F, 318F 
remogao unica por IRE1 688 
sequencias de nucleotfdeos consenso 319F 
taxa de evolugao 220F 
transcritos, remogao por splicing do RNA 
315-316, 317-318, 320F, 336 
invadopodios 952 


invasina 1281 
inversao de DNA 294 
inversao dorsoventral 1169 
(fon de cloreto) canais de Cl" 612-613, 629 
ions, inorganicos, dentro e fora das celulas 
598T 

ions calcio (Ca2 + ) 

armazenado pelo RE 669,670-671 
canais de K + ativados por Ca 2+ 635, 636F 
canais de liberagao de Ca 2+ 607, 632F, 633 
como um mediador de sinal 838, 920 
como um segundo mensageiro 819-820 
desencadeando o reparo na membrana 748 
em adesao celular 440,1038-1039,1054 
fertilizagao e 547F, 839F 
liberagao a partir do RE 574 
ligagao a integrina e 1075 
ligagao cruzada da parede celular 1084 
LTP e LTD e 637 

monitoramento com indicadores 546-547 
na contragao do musculo 920-923 
na via secretora regulada 744-745 
picos de Ca 2+ 839-840 
PKC e 837, 838F, 852 
receptores IP 3 e 837 
tamponamento 761 
ions de metais de transigao 764-766 
ions hidreto, NADH e NADPH 67-68 
ions hidronio 46, 613, 773 
ions hidroxila 46, 93 
ions magnesio (Mg 2+ ) 

ligagao com integrinas 1075 
receptores NMDA 636 
ions Mg 2+ 

ligagao com integrina 1075 
receptores NMDA e 636 
IP 3 ver inositol 1,4,5-trisfosfato 
ipilimumabe 1138 
IRES (sftios internos de entrada no 
ribossomo) 425-426,1288 
IRS1 (substrato do receptor de insulina 1) 
824F, 852 

isocitrato 106-107 
isoformas 

dahistonaH3 1253 
deactina 898 

de colageno 1070,1071F, 1072 
deconexinas 1051 
de fibronectina 1067 
de laminina 1070,1072F 
de protefnas DSCAM 415,1207 
detubulina 925 
e definigao do gene 417 
isoleucina, estrutura 113 
isomeros opticos, aminoacidos 112 
isomeros/isomerizagoes 
aminoacidos 112 
ciclo do acido cftrico 106 
monossacarfdeos 96 
naglicolise 104 
Ixodes scapularis 1264F 
IkB cinase-cinase (IKK) 875F 

j 

Janus-cinase (JAKs) 863 
jungoes celula-celula 
adesoes focais 863 
filamentos intermediarios 891 


formas principais 1038-1056 
interagoes repulsivas 1188,1206 
jungoes de ancoragem 1036,1037T 
mediagao por caderina 1037F, 1188 
microtubulos 931-932 
polaridade celular planar 1190 
jungoes celula-matriz 

jungoes de ancoragem 1037T 
ligada a actina 1036 
mediagao por integrina 1037F, 1079 
receptores transmembrana 1074-1081 
resposta a forgas mecanicas 1080-1081 
tecido epitelial 1035-1036 
jungoes compactas 

caderinas classicas 1037T 
celulas polarizadas 749 
em celulas epiteliais 1036F, 1037,1048-1049F 
estrutura e fungao 1047-1049 
filamentos de actina 1036,1042,1192 
montagem 1043F 
permeabilidade 1047 
prevengao da difusao lipfdica 590 
remodelagem do tecido 1043-1045 
resposta a forga 1042-1043 
jungoes da crista 757-758 
jungoes de ancoragem 1036,1037T 
jungoes de Holliday 283F, 284-285 
jungoes do tipo fenda 
diferente de canais 611 
em celulas epiteliais 1036F, 1037 
estrutura e fungao 1050-1053 
jungoes miotendinosas 1075,1076T 
jungoes neuromusculares 

formagao da sinapse 1209,1210F, 1211 
receptores de acetilcolina 630-631 
regeneragao 1071-1072 

K 

K m (metade da velocidade maxima de reagao) 
141,143 

L 

(3-lactamases 1293 
lamelas 1083-1086 

lamelipodios 890, 892F, 906, 912, 951-957, 
958F, 959 

cones de crescimento axonal 1201,1202F 
lamina basal 

como matriz extracelular especializada 
1068-1069 

e canceres epiteliais 1093F, 1096-1097F, 

1123 

eendotelio 1235 

e epitelio 749,1035,1062,1068-1069 
emsinapses 1209 
fungoes 1070-1072 
organizagao 1069-1070 
lamina nuclear 

clivagem com caspase 1023 
filamentos intermediarios e 179,180F, 891, 
944 

heterocromatina e 211-212 
laminas tipo A 948 
na mitose 656, 986, 995 
papel 649, 650F 

lamininas 1058F, 1069-1073,1075-1077 
celulas cultivadas e 1223 
estrutura 1070F 



Indice 1403 


laminopatias 948 

Langerhans, ilhotas/celulas 1226,1240 
lasers 

fotoativagao de marcadores fluorescentes 
544, 546F, 551-552 
imagem multifotonica 542F 
microscopia confocal 541 
na FRAP 545, 546F, 589 
na microscopia TIRF 548 
latrunculina 904, 906 
LDLs (lipoproteinas de baixa densidade) 
733-734 
lectinas 

afinidade por camada de carboidrato 582 
chaperonas do RE como 685-686 
exportagao do RE 711-712, 720 
lectina ligadora de manose (MBL) 711,1301, 
1302F 

no reconhecimento celular 575-576 
receptores como PRRs 1300 
selectinas como 1054,1312 
Legionella ( L. pneumophila ) 739,1284F, 
1285-1286 

Leishmania (L. tarentolae ) 804,1284F, 1286F 

leptoteno 1006,1007F 

leucemias 

como canceres de leucocitos 1092 
leucemia linfocitica aguda 1117 
leucemia mieloide cronica (LMC) 1093- 
1095,1135-1136 

superprodugao de Bcl2 e 1246-1247 
leucocitos 

agao da selectina e da integrina 1055,1077 
atragao de quimiocinas 1241 
categorias principais 1239 
degradagao da matriz 1072 
leucemias como cancer de 1092 
resposta inflamatoria 1240 
uso do sistema linfatico 1236 
leucocitos polimorfonucleares yerneutrofilos 
leveduras 

codigo de barras mutante 499F 
como eucariotos unicelulares 30 
controle do ciclo celular 186,1018F 
doengas prionicas 131 
imagem por microscopia eletronica 556F 
MAP-cinases 857 

mapeamento de interagao proteica 166-167, 
168F 

mitocondria 45IF 
purificagao de proteinas 451 
reticulo endoplasmatico 67IF 
tipos de transposons caracteristicos 292 
transigoes por moldes 1271 
leveduras, brotamento 925, 949, 950F, 966F 
ciclina e Cdks 969T 
proteinas do ciclo celular 969T, 971 
ver tambem Saccharomyces 
leveduras, fissao ver Schizosaccharomyces 
LFA1 (integrina a L |3 2 ) 1055F, 1076T, 1077 
LHC (complexos coletores de luz/complexos 
antena) 788-789, 794F 
liberagao do ion hidrogenio 481 
ligagao a superficie (migragao celular) 951, 
952F, 955 

ligagao cooperativa 

por repressores e ativadores 516-517, 519 
reguladores da transcrigao 378-380 


ligacao cruzada 

com glutaraldeido 555 
de celulose por glicanos 1083 
ligagao de efrina-Eph/efrina B 1224 
ligagao de extremidades nao homologas 
(NHEJ) 274-275, 282, 289 
recombinagao homologa e 275F, 278 
sequencias trocadoras de celulas B 1323 
ligagao heterofilica 1039F, 1055,1056F 
ligagao homofilica 

caderinas e 1038-1042,1202 
comparada com heterofilica 1039F 
crescimento axonal 1202 
fitas selantes 1048 
proteinas DSCAM 1207 
superfamilia de imunoglobulinas e 1055, 
1056F, 1202 

ligagoes covalentes 43,45T, 90 
DNA-topoisomerase 252-253 
ligagoes covalentes polares 56 
ligagoes duplas 90 
ligagoes dissulfeto 127 
ligagoes de hidrogenio 
aminoacidos polares 114 
como atragoes nao covalentes 44, 94 
estrutura das 45, 92 
exemplos de sitios de ligagao 135F 
na agua 44, 94, 613 
no nucleossomo 188 
ligagoes de hidrogenio 
glicolipideos 575 
na celulose 1083-1084 
na dupla-helice de DNA 175, 255 
na hibridizagao 472 
na a-helice e na folha (3 116, 579-580 
nobarril(3 582 
no tRNA 335 

nos pares codon-anticodon 345F 
proteinas transmembrana 579-580 
reconhecimento a partir da borda dos pares 
debases 374 

ligagoes dissulfeto 127,452 

dominios de imunoglobulina (Ig) 1319 
emlaminina 1070 
emqueratinas 946 

importagao de proteina mitocondrial 664 
na fibronectina 1067-1068 
proteinas no lumen e citosol 682 
proteinas transmembrana de passagem 
unica 582 
ligagoes duplas 

acido graxos nao saturados 98 
alternadas 90 
ligagoes duplas cis 566, 571 
ligagoes fosfato 

energia de ligagao 78, 79F 
fosfatos e fosfoanidridos 65-66F, 78, 79F, 91, 
101 

ligagoes fosfodiester 
no RNA 302F 

reformagao por DNA-ligase 246F, 269-270 
reformagao por DNA-topoisomerase 251- 
252 

ligagoes isopeptidicas 157,159F 
ligagoes peptidicas 

em peptideos e proteinas 110-112 
energetica 61, 346 
ligagoes C-N 91 


ligagoes de hidrogenio entre 94,110-112 
na sintese proteica 339-344 
na a-helice e na folha (3 116F 
ver tambem polipeptideos 
ligagoes quimicas 

e grupos quimicos 47, 90-91 
ligagoes duplas 90, 98, 566, 571 
ligante Fas 1024,1025F, 1029,1031,1334 
ligantes 

definigao 134 
ligagao e alosteria 152-153 
ligagao e dimerizagao RTK 851 
ligagao e interagao 151 
na sinalizagao extracelular 815-816 
ver tambem sitios de ligagao 
lignina 1082-1083 

limiares de concentragao, processamento de 
sinais 827-831 

limite de difragao para resolugao 532, 549, 
551, 554 

limites de resolugao 

comprimento de onda 529, 533F 
microscopia optica 532, 549 
Lincoln, Abraham 1066 
LINEs (elementos nucleares intercalados 
longos) 218F, 291 
linfocitos 

diferenciagao na memoria imune 1309 
doengas autoimunes e 1031 
eliminagao por apoptose 1022 
linfocito (citotoxico) killer 1024,1025F 
linfocitos B e T 1240,1297 
L-selectinae 1055 
maturagao 1310 
migragao 1185-1186 
numero no corpo humano 1308 
receptores associados a tirosina cinase 862 
ver tambem celulas B; celulas T 
linfocitos T citotoxicos 611 

apresentagao de MHC classe I 1326,1329F, 
1330T 

ativagao de celulas dendriticas 1329,1333, 
1335 

como uma classe de celula T 1325 
expressao de CD8 1331-1332 
matando celulas-alvo 1333-1334 
reconhecimento da proteina estranha 
1327F, 1328 

semelhante a celulas NIC 1304-1305,1333 
linfoma de Burkitt 1107,1128F, 1130T 
linfoma de celulas B 1031 
linfomas 1092 

linfonodos (glandulas linfaticas) 1313F 
linha germinativa 

introduzindo genes alterados 495-497 
protegao RNAi 433 
taxas de mutagao 238 
linhagem celular 
eucariotica 442-444 
fibroblasto de camundongo 1106 
interferencia de RNA 499 
linhagens celulares imortalizadas 442-443 
lipideos 

acidos graxos e 98 
anfifilicos 566 

densidade nas membranas celulares 566 
dolicolcomo 684 
lipideos insaturados 571F 
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lipossomos 569-570, 572F, 585 

lisencefalia 939 

lisina 

acetilagao durante a transcrigao 387, 388F 
estrutura 112 

incompatibilidade de metilagao e acetilagao 
207 

ligagao cruzada com elastina 1065 
modificagoes das histonas 196-197, 200F 
na sinalizagao de localizagao nuclear 650 
no nucleossomo 188,196-197 
sequencias KKXX 713 
uso regulador da metilagao 165T 
lisossomos 

entre os compartimentos intracelulares 642 
estrutura e fungao 722-724 
exocitose 729 

fusao com autofagossomo 726 
heterogeneidade 723-724 
maturagao 724F 

transporte do aparelho de Golgi para os 
722-730 

vacuolos vegetais e fungicos 724-725 
vias de distribuigao 725, 727-728 
lisozima 

ilustragao da catalise 6F, 144-146 
ligagoes dissulfeto na 127 
Listeria {L. monocytogenes ) 423F, 914-915, 
953,1281, 1284, 1287, 1288-1289F 
listeriolisina O 1284 
listras, embriao de Drosophila 393-395 
litotroficos aerobicos 11 
IncRNAs ds-atuantes 435F, 436 
IncRNAs de agao trans 435F, 436 
IncRNAs ver RNAs nao codificadores longos 
LNH (linfoma nao Hodgkin) 1092F 
localizagao 

maquinas proteicas 164 
transportadores de auxinas 883 
localizagao de moleculas por microscopia de 
fluorescencia 536-537 
localizagao do RNA 421-422 
locus, definigao 486 
logica E e E NAO 521-522, 523F, 825 
logicaOU 521F 

logotipos da sequencia 308, 375,378F 
lombrigas ver Caenorhabditis elegans 
LPSs (lipopolissacarideos) 1267,1269 
LRP (proteina relacionada a receptor de LDL) 
870-871 

LTD (depressao de longo prazo) 637 
LTP (potencializagao de longo prazo) 
636-637 
lumens 

definigao 644 
intestino delgado 1037 
reticulo endoplasmatico 669 
luz polarizada 458,459F 

M 

macrofagos 

como fagocitos profissionais 739,1301 
CSFs e produgao de 1245 
derivados de monocitos 1239 
Legionella pneumophila e 1286 
receptores inibitorios 1245 
seletividade 1031 


macromoleculas 
autoarranjo 128-129 
conformagoes 49 

e monomeros de pequenas moleculas 47 
formagao de complexos 50F 
formagao por reagoes de condensagao 49 
importancia na biologia 43,47-49 
localizagao por uso de microscopia 
eletronica de imunolocalizagao com ouro 
556-557 

matriz extracelular 1057-1058 
no citoplasma 60F 

polimerizagao da cabega e da cauda 72-73 
precursores originados do ciclo do acido 
citrico 85F 

sintese dirigida pela hidrolise de ATP 70-73 
tamanhos relativos 1059-1060F 
visualizagao utilizando AFM 548-549 
visualizagao utilizando marcagao negativa 
ou crioeletromicroscopia 559-561 
visualizagao utilizando TIRF 547-548 
macropinocitose 725, 732, 733F, 738 

como uma via de distribuigao lisossomica 
725 

entrada de virus 1280 
magnesio na clorofila 766, 787 
malaria 610, 804,1272-1273,1276,1282,1331 
ver tambem Plasmodium 
malato 107 
MALDI 456-457 
maltoporina 581 
mamiferos 

arvore filogenetica 22IF 
camundongo como um organismo-modelo 
35-36 

celulas-tronco hematopoieticas 1244 
concentragoes ionicas dentro e fora das 
celulas 598T 

habilidades regenerativas limitadas 1249 
impressao restrita a 409 
lipideos de membrana 567 
LTP no hipocampo 636-637 
piano corporal conservado 227 
manose 96 

manose-6-fosfato (M6P) 727, 728-729F, 742F 
manutengao e reparo dos tecidos 1154 
independente de celulas-tronco 1226-1227 
mapa de distancia do genoma 486 
mapas de destino 1159F, 1167 
mapas retinotopicos 1205,1206,1207F, 1211 
MAP-cinases (proteinas-cinase ativadas por 
mitogeno) 

ativagao como "tudo ou nada" 830F 
ativagao de Ras 855-856,1012 
cinases Raf, Mek e Erk de mamifero 856 
modulo MAP-cinase 856 
na arvore evolutiva das proteinas-cinase 
155F 

MAPKK (MAP-cinase-cinase) 856-857,1271 
MAPKKK (MAP-cinase-cinase-cinase) 856- 
857 

MAPs (proteinas associadas a microtubulos) 
932-934, 986 
MAP2 932-934 
ver tambem centrossomos 
maquinas proteicas 

ATP sintase como 754, 776-778 
bombas tipo V como 608 


complexos de recombinagao 1006 
coordenagao em 164 
maquina de replicagao 249-250 
marca da rotagao 569-570 
marca de reconhecimento do nucleossomo 
199F 

marca da rotagao com nitroxido 569-570 
marcagao 

estagios do ciclo celular 966 
Gram-positiva e Gram-negativa 610F, 

1267F 

leucocitos 1240F 
microscopia eletronica 555-556 
microscopia optica 529, 535, 536F 
marcagao com 32P 466-467 
marcagao de DNA 466 
marcagao de fluorescencia e microscopia de 
resolugao 532 

marcagao doepitopo 450-451 
marcagao isotopica, sedimentagao por 
equilibrio 447 

marcagao radioisotopica 452,454,466-467, 
1219 

marcagao negativa 559-561 
marcagao posicional 1161,1206 
marcagao TAP (marcagao para purificagao por 
afinidade em sequencia) 451 
marcagoes de tetracisteina 1053F 
marcadores de membrana 697 
marcadores fluorescentes 1178 
Marchantia 80IF, 805F 
mastocitos 1239,1240,1317 
matematica na biologia 509-525 
ver tambem modelos 
material pericentriolar 930, 93IF, 943F 
matriz extracelular 

caracteristicas gerais 1035-1038 
celulas migrantes e 955 
crescimento neuronal e 1202 
degradagao 1072-1073 
diferenciagao de fibroblastos e 1229 
emanimais 1057-1074 
interagoes celula-matriz 1064 
isolamento e cultura de celulas 440, 441 
jungoes celula-matriz 1035-1038,1044F, 
1074-1080,1081F 
modificagao pelos canceres 1101 
na lamina basal 1068-1069 
paredes celulares vegetais como 1053 
proteinas fibrosas 124 
tres classes de macromoleculas 1057-1058 
variedade de formas 1057-1058 
matriz nuclear ou de suporte 214 
matriz ossea e osteoblastos 1229,1230F 
matriz pericentriolar 982, 983F, 984, 985F 
maturagao do centrossomo 985 
maturagao do endossomo 707, 730, 735-736 
maturagao por afinidade 1320-1321 
MBL (lectina de ligagao a manose) 1301, 
1302F, 1303 

M-Cdlc 973, 978-979, 982, 985-986,1003 
MCSF (fator estimulador de colonias de 
macrofagos) 850T 
MEC ver matriz extracelular 
mecanica quantica 532 
mecanismo de corregao 242, 244 
mecanismo de gatilho da invasao 1281,1282F, 
1285F 
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mecanismo ziper de invasao 1281,1282F, 

1284 

mecanismos de corregao ( proofreading ) 
cinetica 345 

mecanismos de iniciagao da tradugao 425F, 
1288 

mecanismos de recombinagao 287 

recombinagao sitio-especifica conservativa 
292-295 

transposons 288-292 
mecanismos de sinalizagao 
comparagao 158F 
nas celulas nervosas 621 
ver tambem sinalizagao celular 
mecanismos epigeneticos de agao trans 412, 
413F 

mecanismos homeostaticos 1195,1217,1226, 
1247 

mecanotransdugao 1043,1044F, 1074, 
1080-1081 

mediadores locais, sinalizagao celular 815 
medidas hidrodinamicas 455 
medidas quantitativas 

da expressao genica 502-503 
medula ossea 

celulas estromicas 1229 
migragao de celulas B para 1312 
origem de celulas B em 1308 
megacariocitos 180,1002,1239,1241T 
derivagao plaquetaria de 1239 
nucleo poliploide 1242 
megacolon 1186 
meia-vida 

conexinas 1052,1053F 
e tempo para estado estacionario 826, 827F 
extracelular, do oxido nitrico (NO) 847 
filamentos de actina 896-897, 906, 919 
meiose 

comparagao com mitose 1005F, 1008F 
comportamento cromossomico na 1004- 
1010 

cromossomos paquitenicos 550F 
em Saccharomyces cerevisiae 31 
jungoes Holliday na 284 
recombinagao genica na 486 
recombinagao homologa e 277, 282-285 
meiose I 1004-1006,1008-1010 
meiose II 1005,1008F, 1009-1010 
Mek (MAP-cinase-cinase) 856 
melanocitos 729, 939, 940F 
melanomas 1092,1093F, 1136,1138 
melatonina 877 

membrana basal ver lamina basal 
membrana plasmatica 

alargamento potencial por vesiculas 
secretoras 746-748 

camada de carboidratos protetores 582 
composigao nos eucariotos 572 
despolarizagao por neurotransmissores 629, 
631, 633 

despolarizagao por potenciais de agao 607, 
621-624, 627-629, 632, 634-636 
endocitose 730-741 
endossomos recicladores 737-738 
eritrocitos 565F 

formagao de vesiculas pinociticas 731 
fossas revestidas por clatrina 553F 
fusao por virus 1280 


gradientes/bombas de Ca 2+ 607, 838 
hiperpolarizagao 844-845 
imunoglobulinas soluveis e ligadas a 
membrana 1317 
polarizagao celular e 748-750 
recrutamento de proteinas de sinalizagao 
intracelular 700 
universalidade da 8-9 
vesiculas sinapticas da 746 
"membrana purpura” 586,587F, 590, 591F 
membranas, biologicas 

bicamadas lipidicas e proteinas de 
membrana em 565-566 
fosfolipideos em 98-99 
membranas duplas das mitocondrias, 
cloroplastos e bacterias 753F 
mitocondrias em biossintese 760-761 
reciclagem 743 

tipos, no figado e no pancreas 643T 
membranas da celula 
composigao 571T 
proporgao de proteina 576 
tres classes de lipideos 566-568 
ver tambem membrana plasmatica 
membranas internas 
celulas eucarioticas 24 
cloroplastos 27F 
mitocondrias 26F 
membranas mitocondriais 

gradiente de protons atraves das 103 
membranas interna e externa 658, 663-664, 
757-758 

proteinas de transporte da membrana 
interna 779-780 

transporte de pequenas moleculas atraves 
das 664 

membranas tilacoides 606, 658, 664-665, 783 
centros de reagao 783-784, 788-790, 793, 

796 

sitio de fotossintese e geragao de ATP 786- 
787 

sitio de fotossistemas I e II 789-790 
memoria da celula 
complexos Hox e 1164 
e diferenciagao 392, 397F, 401-402 
e estrutura da cromatina 194,197, 206, 387 
e retroalimentagao positiva 520, 829 
mecanismos de reforgo 404-413 
no desenvolvimento embrionario 1148, 
1150,1162,1164 

substituindo com reprogramagao da celula 
1251 

via da sinalizagao intracelular 825, 829, 843F 
ver tambem heranga epigenetica 
memoria imunologica 1309-1311,1326 
(3-mercaptoetanol 452-453 
meristemas 442, 443T, 1082,1085,1183 
mesoderma 1147-1148,1156,1158,1167- 
1169, 1187F, 1189 
especificidade Twist 1165 
mesoderma pre-somitico 1177-1178 
tecido conectivo derivado do 1228 
metabolismo da arabinose 521 
metafase 

alinhamento das cromatides 964 
na mitose 980 

metaloproteases de matriz 1072-1073 
metamorfose 1182 


metastases 

corte transversal 1100F 
definigao 1092 
incertezas 1119-1120 
invasividade semelhante a EMT 1101,1120 
micrometastases 1102-1103,1120 
monitoramento em camundongo s 1117-1118 
progresso 1102F, 1119-1120 
selegao natural 1096 
Methanococcus jannaschii 16F, 676F 
metilagao 

alteragoes na reprogramagao nuclear 1252- 
1253 

da ribose no mRNA 316F 
da ribose no rRNA 328 
dano no DNA por metilagao nao enzimatica 
267T, 271 

de genes de supressao tumoral 1109 
de sequencias CG e diferenciagao 404 
e pluripotencia induzida 1256 
heranga de padroes de metilagao de DNA 
404-413 

impressao genomica 407-409 
residuos GATC no reparo de pareamentos 
errados ( mismatch ) 250, 255, 257F 
ver tambem citosina; lisina 
metiltransferases de manutengao 404-405 
metiltransferases de novo 404-405, 406F 
metionina 

como iniciador da sintese proteica 347, 800 
estrutura 113 

AT-formil 347, 800, 958,1031 
proteina SRP 673 

metodo 3C (captura da conformagao do 
cromossomo) 209F, 212 
metodo de localizagao de molecula unica 
551-553 

metodo RNA-req 371F 
metodos analiticos 
para DNA 463-466 
para proteinas 452-462 
metodos de sequenciamento do DNA 
metodos de sequenciamento de segunda 
geragao 479-480 

metodos de sequenciamento de terceira 
geragao 481 

sequenciamento didesoxi 466F, 477-478 
sequenciamento Illumina® 480 
sequenciamento ion torrent® 481 
sequenciamento shotgun 479 
metodos estatisticos para a biologia 524-525 
MHC (complexo de histocompatibilidade 
principal) 122 

classe I, reconhecimento pelas celulas NIC 
1304-1305 

classe I e classe II 1326-1327,1328F, 1330T 
nas respostas imunes mediadas pelas celulas 
T 1307,1324-1339 
polimorfismos 1328,1330-1331 
miastenia grave 1315 
micelas 99 

bicamadas e 568, 569F 
concentragao critica de micelas 583, 584F 
microambientes tumorais 1100-1101,1137, 
1138F 

microarranjos de DNA 
analise de mRNA 503-504 
estudos de replicagao 257, 258F 
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microbiota 1263-1275,1277 
microeletrodos 546 
micro fibrilas 1065 

microfilamentos ver filamentos de actina 
|3 2 -microglobulina 1327,1328F, 1330T, 1339 
microinjegao de genes alterados 495 
micrometastases 1102-1103,1120 
microrganismos, preponderance 10 
micro-RNAs (miRNAs) 
papel regulador 429-431 
relogio do desenvolvimento embrionario 
1180-1182 

microscopia confocal 540-542, 544F, 546, 
724F, 800F, 875F 

microscopia crioeletronica 559-561, 562F 
cadeia respiratoria supercomplexa 772, 

773F 

cobertura de clatrina 699F 
helices de actina 91 OF 
microscopia de campo claro 533-534, 535F, 
940F 

microscopia de fluorescencia 503, 524, 547 
anel contratil 997F 
axonios mielinizados 625F 
calice optico derivado de celulas ES 1258F 
celula infectada por Listeria 914F 
cinetocoros 988F 

divisao assimetrica da celula 1002F 
espago de tempo 757F, 803F, 875F, 935F, 

99 IF, 1178 

eventos de brotamento de vesfculas 705 
fuso mitotico e cromossomos 980-981, 986F, 
99IF, 994F 

localizagao de moleculas especfficas 536- 
537 

mapa neural do peixe-zebra 1204F 
microscopia confocal 541 
migragao de fibroblastos 1068F 
neuronios 634F 

precelularizagao do embriao de Drosophila 
1003F 

retfculo endoplasmatico 669F, 757F 
retfculo mitocondrial 803F 
tecnicas de super-resolugao 549-551 
uso de multiplas sondas 538F 
microscopia de fluorescencia de reflexao 
interna total (TIRF) 547-548 
microscopia de forga atomica (AFM) 307F, 
481, 548-549, 587F, 895, 913 
microscopia de imunofluorescencia 
celula dendrftica 1326F 
celulas epiteliais 946F, 967F 
celulas T citotoxicas 1334F 
complexos sinaptonemicos 1009F 
espermatozoides 590 
mitocondrias 756F 
neuronios 932F 
profase I de Sordaria 1007F 
sinais de localizagao nuclear 652F 
sistema nervoso embrionario 1041F 
microscopia eletronica 
coloragao 555-556 
coloragao negativa 559-561 
decaptagao profunda 937F, 942F, 948F 
imagem tridimensional 557-558 
microscopia crioeletronica 559-561, 562F 
microscopia eletronica de criofatura 1047, 
1049F, 1051F 


microscopia eletronica de imunomarcagao 
556-557 

microscopia eletronica de transmissao 
(TEM) 305F, 554, 555-556F, 558, 560F 
reconstrugao de uma unica partfcula 561- 
562 

resolugao 554, 559, 560F, 562 
tomografia por EM 558-559, 562, 779, 988F 
ver tambem SEM 

microscopia eletronica de imunolocalizagao 
comouro 556-557 

microscopia eletronica de varredura ver SEM 
microscopia optica 

campos claro e escuro 533-534, 535F 
celula vegetal em telofase 1000F 
de celulas vivas 533-534 
de mitocondrias 756, 802 
deconvolugao da imagem 540, 542 
divisao celular assimetrica 1002F 
imagem multifotonica 542 
imagem tridimensional 540, 541F, 542, 550F, 
553F 

marcagoes para 529, 535, 536F 
melhora da imagem 534-535 
microscopia de contraste diferencial de 
interferencia 533-535, 560F, 1002F, 1202F 
microscopios confocais 540-542, 544F 
modelagem tfpica 531F 
preparagao de amostras 535-536 
resolugao 530-532 

separagao das cromatides-irmas 992F 
tecnicas com super-resolugao 549-554 
utilidade continuada 529 
microscopio de contraste de fase 533-535, 
591F 

microscopio optico, 530 
microscopios de campo escuro 533-534, 535F 
microscopios de contraste de interferencia 
diferencial 533-535, 560F, 1002F 
microssomos 445, 448, 671-673 
microtomos 535, 555 
microtubulos 

aparelho de Golgi 713, 715 
arranjos corticais 1086 
construgao de cflios e flagelos 941-942 
efeitos de farmacos 928 
extremidades mais (+) e menos (-) 927 
formagao do fuso mitotico 889-890, 940- 
941, 982-984 

inibidores qufmicos 459, 904T 
instabilidade dinamica 927-929, 935, 986 
microscopia de fluorescencia 538F, 553F 
microtubulos astrais 982-985, 987, 992, 994, 
999,1000F, 1001-1002 
mitocondrias e 755, 756F 
na migragao celular 959-960 
na orientagao da parede celular 1086-1087 
no citoesqueleto 891, 925-944 
nucleagao 928, 930F 

protefnas de separagao e sequestradoras de 
tubulina 935-936 
protefnas motoras e 936-938 
subunidades assimetricas 894 
ver tambem tubulinas 
microtubulos de aster 
dinefnas e 984-985, 994 
posicionamento do fuso 982, 983F, 987, 
1001-1002 


microtubulos do cinetocoro 982 
microtubulos interpolares 982 
microvilosidades 890-892, 893F, 924 
mielinizagao de neuronios 625, 667 
migragao celular 

celulas endoteliais 1235 
coordenagao do citoesqueleto na 959-960 
estfmulos ambientais 1185-1186 
fatores de sobrevivencia e 1186-1187 
neuronios 1200,1201F 
polarizagao e 951-960 
quimiotaxiae 958-960 
separagao celular na 1188 
tres componentes 951 
migragao neural 913F 
milho 

cromossomos paquitenicos 550F 
influencia de DNA regulador 1175 
mioblastos 1185-1186,1196,1233-1234 
miocardiopatia dilatada 923 
miocardiopatia hipertrofica familiar 923 
miofibrilas 918-921 
miosina 

acesso aos feixes de actina 912 
actina e, na contragao muscular 916-920 
como uma protefna motora 162 
em celulas nao musculares 923-925 
fusao com GFP 548F 
hidrolise do ATP por 916 
na migragao celular 954-955 
nas extremidades em seta da actina 898 
no anel contratil 890 
miosina I 924 

miosina II 911, 915-918, 923-924, 936, 948, 
953, 955-957 

cadeias leve e pesada 915, 922-923, 923F, 
957, 958F 

jungoes aderentes ligando 1042,1044 
na motilidade celular 955-957 
miosina XIV 924F, 1282 
miostatina 1196-1197 
miotonia 627 

miRNAs (micro-RNAs), fungao 305T, 1149 
mitocondrias 

associagao com microtubulos do 
citoesqueleto 755, 756F 
auto ^-splicing de RNAs 324 
caracterfsticas e origens 25, 26-27F, 644, 663 
ciclo da ureia 760 

cloroplastos em comparagao com 782-783, 
797 

complexos de jungoes com RE 691 
contato com o RE 755, 757F 
conversao a piruvato 75, 81-82 
entre compartimentos intracelulares 642 
estrutura 658F, 757F 
fracionamento bioqufmico 758 
fungao do peroxissomo e 666 
genoma mitocondrial humano 801-802F, 
804-805 

importagao de lipfdeos 691 
leveduras 45IF 

local do ciclo do acido cftrico 83 
nacitocinese 1001 

papel no metabolismo celular 759-761 
produgao de acetil-CoA 81-82 
produgao de ATP nas 774-783 
produgao de ATP nos vegetais 81 
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proteinas de choque termico 355 
separagao por centrifugagao 445 
tabaco 544F 

transporte de eletrons nos cloroplastos e 
755F 

transporte de protema para dentro das 
658-664 

via de ativagao intrinseca, apoptose 1025, 
1026F 

visao geral 755-763 
mitofagia 727 
mitogenos 

efeitos sobre G r Cdk e Gj/S-Cdk 1012-1014 
na divisao celular 1011-1012,1013F 
resposta a estimulagao excessiva 1017F, 
1114F 
mitose 

cinco estagios da 978 
compactagao dos cromossomos na 185, 
186F, 187, 215-215 
comparagao com meiose 1005F 
cortex celular e 913 
em Saccharomyces cerevisiae 31 
envelope nuclear na 656-657 
M-Cdk e 978-979, 982, 985-986 
no ciclo celular 978-995 
pintura cromossomica na 180-181 
sem citocinese 1002,1003F 
MLCK (cinase de cadeia leve da miosina) 922, 
923F, 958F 

modelo de estimulagao astral 998-999 
modelo de estimulagao do fuso mitotico 999 
modelo de fita, introdugao 115 
modelo de maturagao cisternal 720-721 
modelo de relaxamento astral 999 
modelo de transporte vesicular 720-721 
modelo zigue-zague, cromatina 192 
modelos (estrutura proteica) 115F, 460,461F 
modelos (simulagoes) 524,1178 
modelos de encaixe induzido 153, 345 
modelos determimsticos 524 
modificagao da cromatina 

momento de floragao de plantas 1183-1184 
pelos ativadores da transcrigao 386-388 
por complexos de leitura e escrita 205,406F 
modificagao pre-mRNA e splicing do RNA 
316F, 317-321, 323F 
modificagoes covalentes 

cadeias laterais de aminoacidos de histona 
196-197 

modificagao pos-traducional da protema 
165-166 

no aparelho de Golgi 716 
tRNAs 336 

modificagoes de histonas, imunoprecipitagao 
de cromatina 505 

modificagoes em cadeia lateral da cauda de 
histona 196-197 
modificagoes pos-traducionais 
do GFP 543 

mapeamento utilizando espectrometria de 
massa em sequencia 457 
modificagao covalente 165-166 
multissitio 166 
molde 

fatores de associagao 130 
na replicagao do DNA 177-178, 239-240 
na PCR 474 
no reparo do DNA 275 


RNA 364 
sitiosativos 145 

moleculas adaptadoras 334, 338F, 341 
moleculas aprisionadas 544, 545F 
moleculas carreadoras de oxigenio, evolugao 
229-230 

moleculas de RNA de suporte 165,435 
moleculas de sinalizagao 

resposta e renovagao 825-826 
ver tambem hormonios 
moleculas de sinalizagao extracelulares 
na comunicagao intercelular 813 
resposta da regulagao da transcrigao 867- 
880 

respostas e concentragao 828 
moleculas fluorescentes, imagem usando 
PALM 553F 
moleculas pequenas 
coenzimas 146-148 
difusao 59, 598 

difusao passiva para o nucleo 650 
inibidores da fungao proteica 459-460 
liberadas por bacterias estressadas 620 
no tratamento de cancer 1135-1137 
principals famflias 47, 48F 
segundos mensageiros 819 
sinalizagao intracelular por 874-876 
transporte pelos transportadores ABC 609F 
ver tambem neurotransmissores 
monastrol 460F 

monocitos 1231F, 1239-1240, 1241T, 1243F 
monossacarideos, como aldoses e cetonas 98 
monoubiquitinagao 735 
montagem de proteinas 

como maquinas moleculares 164 
para inicio de transcrigao 313 
tetranucleossomos 192 
transigao alosterica cooperativa 152-153 
morfogenese 
definigao 1146 

morfogenese de ramificagao 1190,1191F 
no desenvolvimento embrionario 1184- 
1193 

morfogenese do tecido cardiaco 1059 
morfogenese dos tecidos 1059 
morfogenos 
amplitude 1153 
Bicoid como 1159-1160 
desenvolvimento neuronal 1200 
Dorsal como 1165 
efeitos graduados 866,1151 
tempo de resposta 824 
Wnt e Hedgehog como 868, 871 
morte celular programada 
apoptose e necrose 1021 
contrastada com necrose 1021,1022F, 1099, 
1115-1116 

ver tambem apoptose 
mosaicismo 410-411 
mosca-das-frutas ver Drosophila 
motivo helice-alga-helice 377,1171 
motivo helice-volta-helice 376 
motivo homeodommio 376,1163 
motivos conservados de RNA 363 
motivos de rede 402 

ver tambem retroalimentagao 
motores flagelares 778, 781 
movimento e mudangas conformacionais de 
proteinas 160-163 


movimentos moleculares, velocidade dos 
59-60 

mRNAdaactina 422 
mRNAs ver RNAs mensageiros 
mRNPs (ribonucleoproteinas mensageiras) 
655 

MRSA ( Staphylococcus aureus resistente a 
meticilina) 1276 

MS/MS (espectrometria de massa em 
sequencia) 457 

MTOCs (centros de organizagao de 
microtubulos) 891, 928-930, 931-932F, 936 
ver tambem centrossomos 
mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos) 
860F, 861, 864T, 1114-1115 
mucinas 718 

muco 719-720, 749, 1276-1277, 1298 
mudanga de classe, linfocitos B 1320,1322- 
1323, 1335-1336, 1338F 
mudangas conformacionais 

alongamento dos filamentos de actina 902 

ativagao do acido retinoico 877F 

em canais de ions 618, 630 

emcinases 835 

emdineinas 938F 

em enzimas alostericas 151 

em GPCRs 833 

entrada de virus 1281 

gerando movimento 160-163 

na ativagao da integrina 1077-1078 

na ativagao de RTK 851 

na calmodulina 840 

na elongagao da transcrigao 312 

na miosina 916 

na protema adaptadora AP2 700 
naSecAATPase 677 
no inicio da transcrigao 307 
nos transportadores 599, 601, 607 
sistema complemento 1303F 
mudangas de pH, sequenciamento por ion 
torrent™ 481 
multicelularidade 

definida pelo genoma 29-30 
DNA nao codificador na 182 
dominios SH2 na 122 
evolugao em vegetais e animais 880-881 
multiubiquitinagao 735 
"mundo de RNA" 69, 362-366, 415 
Mus musculus ver camundongo 
musculo cardiaco 

celulas do musculo cardiaco 1233F, 1247, 
1258-1259 

efeitos da acetilcolina 843 
efeitos do AMP ciclico 835 
isoformas de actina e miosina 923 
localizagao das mitocondrias 755, 756F 
miosina II no 916-918 
mutagoes na actina e na miosina 948 
transdiferenciagao de fibroblastos 1258 
musculo esqueletico 

a partir de fibroblastos reprogramados 
396-397, 398F 
celulas como sincicio 1233 
genese e regeneragao do 1232-1235 
miosina II no 915-916 
organizagao do 917-919 
ver tambem contragao muscular 
musculo estriado 891, 918 
musculo liso 916-918, 921-923, 948 
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mutagoes 

abordagens geneticas classicas 485-488 
bibliotecas de 498-499 
dedugao da fungao genica a partir de 21-22, 
496, 498-499 

e padroes de splicing de RNA 323 
efeitos nos genomas mitocondriais 807-808 
elementos geneticos moveis e 287, 292 
em celulas germinativas e em celulas 
somaticas 238-239 
fenotipo mutante de S. pombe 2IF 
identificagao atraves da analise de DNA 491 
missense, em genes criticos para o cancer 
1110F 

mutagoes intragenicas 16,17F 
mutagoes neutras e tamanho populacional 
231-232 

mutantes heterocromicos 1180,1181F 
ordem caracteristica no cancer colorretal 
1125-1126 

risco de doenga e 479,493-494 
somaticas, em celulas cancerosas 1094,1104 
taxas em eucariotos 234, 237 
taxas em genomas mitocondriais 803-804 
testes de complementagao 487, 490 
tipos de 487,1104 
mutagoes com ganho de fungao 

como frequentemente dominante 489 
definigao 487 
em cancer 1104,1105F 
gen e Lin 14 118 IF 
gene Ubx 1162F 
mutagoes com perda de fungao 
como tipicamente recessivas 489 
definigao 487 
gen eLinl4 118 IF 
genes supressores de tumor e 1104 
gene Ubx 1162F 
predisposigao a doengas e 494 
seguindo duplicagao genica 228-229 
mutagoes condicionais 487,489 
mutagoes condutoras 1104,1112-1113,1117, 
1119F 

mutagoes de delegoes 487 
mutagoes de inversao 487 
mutagoes de novo 494 
mutagoes do gene Rb 1108-1109 
mutagoes dominantes 
ganho de fungao 489 
genes criticos para o cancer 1005F, 1104 
mutagoes dominantes negativas 487,1116 
mutagoes letais 487,488,491,496 
mutagoes no gene da miosina 923 
mutagoes passageiras 1104,1111-1112, 

1119F, 1137 

mutagoes pontuais 218,487 
erros de splicing do RNA e 324 
genes supressores de tumor 1109 
genomas de cancer 1111,1116 
imunoglobulinas 1322 
oncogenes Ras 1106 
mutagoes recessivas 

genes criticos para o cancer 1005F, 1104 
perda de fungao, como normalmente 489 
testes de complementagao 490 
mutagoes sensiveis a temperatura 489 
mutagoes silenciosas 238 
mutagoes somaticas 

nas celulas cancerosas 1094,1104,1112 


mutagoes supressoras 487 
mutagenese 

relagao com a carcinogenese 1094 
teste de Ames para 1128 
mutagenese aleatoria 485 
mutagenese de insergao 488,491 
mutagenese sitio-dirigida 543 
mutante lakritz 488 
mutante shibire, Drosophila 702F 
mutualismo, microbios com hospedeiros 
1264 

Mycobacterium tuberculosis 1265,1281, 

1284F, 1285 

Mycoplasma genitalium 9,10F, 168,499 

N 

NAD + (nicotinamida adenina dinucleotideo) 
como um carreador de eletrons 754 
regeneragao 760 

NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo 
reduzida) 

como um carreador ativado 64 
como um doador de eletrons 67-68, 764 
complexos da cadeia respiratoria e 766-768 
nas reagoes catabolicas 68, 74 
produgao no ciclo do acido citrico 82-84, 

759 

produgao por glicolise 74-78 
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo 
fosfato reduzido) 
como um agente redutor 68F 
como um carreador ativado 64 
como um carreador de eletrons 67-68, 760 
em reagoes anabolicas 68 
na fotossmtese 755, 784 
NANA (acido AT-acetilneuraminico) 575F, 

717F 

nanismo, hipofisario e acondroplasico 1196 
nanismo acondroplasico 1196 
nanodiscos 586 

nanomaquinas ver maquinas proteicas 
nanoparticulas 

microscopia eletronica de imunolocalizagao 
comouro 557 

pontos quanticos como 538 
nao cruzados 284-286 
nao disjungao 1010,1109F 
NCAMs (moleculas de adesao de celulas 
neurais) 1055-1056,1338F 
Neanderthais 220, 223-224, 232F, 300F, 479 
nebulina 919, 920F 
necroptose 1021 
necrose 

como celulas cancerosas tipicas 1099,1110F, 
1116 

comparada com a morte celular programada 
1021,1022F 
Neisseria gonorrhoeae 

protegao contra o sistema complemento 
1303 

resistencia a antibioticos 19 
Neisseria meningitidis 1291 
Neisseria spp. 

variagao de fase 1290 
nematodeos verAscaris; Caenorhabditis 
elegans 

neoblastos 1248-1249 
neoplasia intraepitelial 1131 


neoplasias, definigao 1092 
ver tambem canceres; tumores 
nesprinas (protemas KASH) 949, 959 
netrinas 1202-1204 
neuritos 940,1202 

neuroblastos 1173-1174,1179-1180,1200 
neurofilamentos axonais 944T, 947 
neurogenese, em Drosophila 1173-1174 
neuronios 

alteragao sinaptica dependente de atividade 
1211-1212 

ausencia de armazenamento de energia 87 
bainha de mielina 625 
celulas em cesta 1198F 
como exemplos de sinalizagao a longa 
distancia 815 

computagao por neuronios unicos 633-636 
cone de crescimento 858, 943, 951 
controle optogenetico em camundongos 
624 

conversao de celulas do figado para 396, 
397F 

estrutura e fungao 620-621, 940 
fatores de sobrevivencia 1030F 
fatores neurotroficos e 1208-1209 
filamentos intermediaries 947, 948F 
inibigao lateral 867, 868F 
localizagao do RNA 421 
microscopia de fluorescencia 543F 
migragao 1200,1201F 
morte neuronal normal 1208 
neuronios comissurais 1202-1204 
papel da estatmina na amfgdala 935 
pre-sinapticos e pos-sinapticos 628-629 
produgao programada 1201F 
protemas associadas aos microtubulos 932, 
940F 

receptor olfatorio 844F 
regra de disparo 1212 
simpaticos 1018 
taxa de disparo 623, 635 
taxa de renovagao 1250 
tipos de canais ionicos 614, 631 
tipos e propriedades de disparo 627 
vesiculas secretoras 744-746 
visualizagao no cerebro de camundongo 502F 
ver tambem axonios; sistema nervoso 
central; dendritos; celulas da glia; sinapses 
neuronios motores 630, 633, 634F, 858,1199, 
1208-1209,1211 
neuronios olfatorios 943,1227 
neuronios sensoriais 1172,1208-1209 
neuronios simpaticos 
NGF 1208 

retirada do ciclo celular 1018 
"neurosferas” 1250,1251F 
Neurospora 416-417 
neurotransmissores 

em vesiculas sinapticas 745-746 
excitatorios e inibitorios 629-630 
ligagao a canais controlados por transmissor 
629 

moleculas sinalizadoras extracelulares 
815-818, 825 

ver tambem canais ionicos controlados por 
transmissor 

neurotransmissores excitatorios 629-631 
neurotransmissores inibitorios 629 
neutrofilos 1239,1240F, 1241,1244-1246 



Indice 1409 


como fagocitos profissionais 739, 740F, 1301 
CSFs e produgao de 1245 
quimiotaxia 958, 959F 
rearranjos citoesqueleticos 890, 892 
NGF (fator de crescimento neural) 
agao via MAP-cinases 856 
agao via receptor tirosina-cinases 850T, 
853-854 

como um fator neurotrofico 1208-1209 
crescimento neural simpatico e 1018 
NHEJ ligagao de extremidades nao 
homologas 

nicho de celula-tronco 1222 
nidogenio 1058F, 1070,1071F 
nitrogenio nos grupos quimicos C-N 91 
nitroglicerina 847 

NLRs (receptores semelhantes ao NOD) 
1300-1301 

nocaute de genes 494-496,1117 

nocodazol 904T 

nodulos de Ranvier 625 

NOS (NO sintase) 847 

notocorda 1147F, 1167,1185F, 1189F, 1200F 

NPCs ver complexos de poros nucleares 

N-terminal 

acetilagao e degradagao 360-361 
cadeia principal polipeptidica 110F 
caderina ligadora 1040F 
cinases Src ancoradoras Src 155 
propeptideos, precursores proteicos 744 
sequencias-sinal na 647, 663, 679 
nucleagao, formagao de filamentos de actina 
899-900, 902, 906-907, 908-909F, 953, 954F, 
1289F 

nuclease EcoRI 465-466F, 468F 
nuclease Haelll 465.468F 
nuclease Hindlll 465-466F 
nucleases de restrigao 

estruturas do cromossomo em interfase 
209F 

na clonagem do DNA 468-469 
na tecnologia do DNA recombinante 464- 
466 

nucleoides 759, 800F 
nucleolo 213, 329-330, 33IF, 340 
snoRNAs 305T, 328 

nucleoporinas 126, 649-650, 65IF, 656 
nucleos 

como caracterfsticos de eucariotos 13 
como compartimentos intracelulares 642 
exportagao de RNA 325-327, 419-421, 649, 
655 

importagao de proteina 649 
localizagao do cromossomo humano 211- 
212, 213F 

perda pelos eritrocitos 1245F 
replicagao de DNA viral 1278 
RNAs nao codificadores 327-330 
sub compartimentos e estruturas 213-214, 
331-333 

transplante para ovulos enucleados 205, 
206F, 369-370 

transporte entre citosol e 649-658 
nucleos de hidrogenio na RMN 461 
nucleossomos 

como estruturas cromossomicas basicas 
187-188 

ligagao a histona HI 193F 


ligagao cooperativa e 379-380 
montagem atras das forquilhas de replicagao 
261-265 

remodelagem da cromatina e 190-193, 380 
replicagao do DNA e 254 
reprogramagao de fibroblastos como iPS 
1256 

nucleotideos 
biossintese 86 

como monomeros dos acidos nucleicos 3 
como nucleosideos fosforilados 101 
complementariedade 3F 
estruturas 3-4,100-101 
fungoes 101 

no ciclo do nitrogenio 85-86 
nomenclatura 101 
nos carreadores ativados 69 
numero no genoma humano 28 
numero no nucleossomo 188 
ver tambem bases 

numero atomico e densidade de eletrons 556 
numero de celulas 

correlagao com o tamanho corporal 1193 
regulagao como massa celular 1194-1196 

o 

0 6 -metilguanina 271 
obesidade 1115,1128F, 1129,1264 
ocludina 1049-1050 

octameros de histona 188,189F, 261, 976 

(3-octilglicosideo 583, 584F 

olhos 

cornea 1057,1063-1064,1069F 
lentes 1038,1065-1066 
segregagao de insumos 1212 
ver tambem retina 
oligodendrocitos 625 

oligonucleotideos, cromatografia de afinidade 
449 

oligossacarideos 97 

aparamento da glicose 683F, 684-685 
aparamento da manose 686 
ligados ao N 683-684, 685-686, 716-720 
processamento no aparelho de Golgi 716- 
718 

processamento no RE e no aparelho de Golgi 
718F 

complexos e ricos em manose 717 
oligossacarideos O-ligados 684, 718, 868 
oligossacarideos precursores 683-684 
oligossacarideos ricos em manose 717, 718F 
oligossacariltransferases 677, 683F, 684, 717F 
oncogenes 

agao colaborativa 1118 

alteragoes na sequencia de DNA 1110F 

de virus 1131-1132 

descoberta 1105-1107 

mutagoes com ganho de fungao e 1104 

v-Ras 1106 

ver tambem proto-oncogenes 
oncoproteina B-Raf 1136 
ondulagoes, na macropinocitose 732, 733F, 
1280-1281, 1282F 
operons 380-385. 385 
operon Lac 381F, 382-383 
opsina 845 
opsonizagao 1301F 
optogenetica 624-625 


ORC (complexo de reconhecimento de 
iniciagao) 259-261, 974-975, 976F 
ordem 

desordem como entropia 52-53, 60,103 
nas estruturas biologicas 5IF 
termodinamica da 52-54 
organelas 

conversao de energia 753 
crescimento e proliferagao 648, 658, 800, 
806 

de fracionamento sub celular 445 
de heranga biparental e maternal 807 
envoltas por membranas 565, 641-649, 889, 
896, 938-939,1001 
famflia de GTPases Rab em 706T 
gotas lipidicas 573 
hipotese endossimbiotica 800 
movimento de proteinas entre 645-647 
nao construidas de novo 648, 658 
quatro famflias de 645 
transferencia genica para o nucleo 801-802 
vias secretora e endocitica 646F 
volumes em uma celula viva de figado 643T 
organismos 

diferengas em tamanho 1010 
proteinas compartilhadas 482 
ver tambem especies 
organismos anaerobicos 
glicoliseem 74-75 
gradientes de proton 781 
litotroficos anaerobicos 11 
papel da ATP sintase, 778 
organismos fototroficos 11,13,14F 
organismos litotroficos 11,12F, 13,14F 
organismos mutantes com "codigo de barras” 
498, 499F 

organismos organotroficos 11 
organismos transgenicos 495-497, 500, 506, 
543,1221F 
organismos-modelo 

bibliotecas de mutagoes 498-499 
ciclo celular 966 
em estudos do desenvolvimento 
embrionario 1148 
exemplos 29T, 33 

genes codificadores de proteinas 122-123 
tamanhos do genoma 28F, 29T 
organoides 1223 
orgaos 

crescimento de animais e 1193-1198 
enxertados/transplantados 1329,1331 
regeneragao a partir de celulas-tronco 
1256-1257, 1258F, 1266-1267 
regeneragao de 1247-1249 
regulagao do tamanho 1226 
reguladores de transcrigao e criagao de 
1170-1171 

tamanhos dos transplantados 1193 
orgaos linfoides 

humanos 1308F, 1309 
perifericos, e apresentagao de antigeno 
1324, 1326, 1332 

perifericos, e autotolerancia 1314 
perifericos, ligagao de antigenos em 1308- 
1312,1313F, 1317, 1322,1323F 
origens bacterianas 

de mitocondria e cloroplastos 25-28, 644, 
798F, 806-807 
de quimiosmose 780-781 
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origens de replicagao 
fase S 974-975, 976F 
metilagao 257 

na divisao celular em humanos 257 
nasbacterias 254-255 
nos eucariotos 186, 254-255, 258-260 
ortologos 17-18, 36 
oscilagoes 

ativagao do NFkB 874, 875F 
cromossomos em metafase 991 
erobustez 520 

efeitos de retro alimentagao negativa 516, 
517F, 829F, 830, 875F, 876-878 
ondas de Ca 2+ 838-840, 842, 843F 
relogios circadianos 876-878 
segmentagao dos vertebrados 1177 
osciladores de calcio 

decodificagao de frequencia 842-843 
retroalimentagao negativa com retardo 516, 
839-840 
osso 

reabsorgao 1231 

remodelagem e reparo 1230-1232 
trabecular e compacto 1230-1231 
osteoblastos 1057,1229-1232 
osteocitos 1229-1230 
osteoclastos 1230-1232,1239,1243F 
osteoporose 1232 
ouro, coloidal 539, 652F 
ovos de estrela-do-mar 839F 
ovosdera 996F, 1156F 
ovulos 

crescimento sem divisao da celula 1018 
similaridade das celulas-ovo 2F 
ovulos fertilizados ver zigotos 
oxalacetato 70F, 83-84, 85F, 87,106-107 
oxidagao 

como um transferidor de eletrons 55-56 
dano ao DNA por 267T 
de moleculas organicas 54-55 
oxidagao e redugao de ligagoes C-H 56, 78F 
|3-oxidagao, acidos graxos 667 
oxido nitrico (NO) 846-847 
oxigenio 

atomos carbonil oxigenio 612, 618, 619F 
desintoxicagao 796 
grupos quimicos C-0 91 
origens do, atmosferico 11, 26, 796-797 
utilizagao nos peroxissomos 666 
oxigenio carbonila, em canais de ions 612, 
618, 619F 

oxigenio molecular 

final da cadeia transportadora de eletrons 
767, 771 

fotossintese 782, 790, 791F 
na evolugao de organismos grandes 771 
no acoplamento quimiosmotico 754, 761- 
762 

produgao por cianobacterias 782 
utilizagao pelos peroxissomos 666-667 

p 

paclitaxel 904T, 928, 936F 
padroes, biologicos ver ordem 
padroes espaciais 

embrioes de vertebrados 1167-1169,1177- 
1178 

inibigao lateral e 1171-1173 


mecanismos 1155-1175 
no desenvolvimento embrionario 1 ISO- 
1154 

padroes transitorios 1160-1162 
polarizagao como primeira etapa 1155 
padroes moire 550 

PAF (polipose adenomatosa familiar) 1123- 
1124 

PAGE ver eletroforese em gel de 
poliacrilamida 

paisagens mutacionais 1112F 
PALM (microscopia de localizagao 
fotoativada) 552, 553F 
PAMPs (padroes moleculares associados a 
patogenos) 

ativagao de celulas dendriticas 1306F, 1326 
peptidoglicanos e LPSs como 1267 
reconhecimento por PRRs 1298,1300 
PAMs (motivos adjacentes aos 
protoespagadores) 434F, 497 
pancreas 

celulas acinares 748 
celulas exocrinas 67IF 
renovagao de celulas p 1226-1227 
selegao negativa para protegao 1332-1333 
tipos de membrana no figado e 643T 
pandoravirus 1274 
PAP (poli-A polimerase) 325 
papilomavirus 1129,1130T, 1131-1132,1276 
PAPS (3 '-fosfoadenosina-5 '-fosfossulfato) 
719 

paquitenico 550F, 1006,1007F 
par redox 764-765 
paralogos 

distingao entre homologos e ortologos 
17-18 

em genomas de vertebrados 34,120 
Paramecium 614, 941 

parasitas eucarioticos 1277,1282-1284,1290 
parasitismo 1264 
paratormonio 835T 

pareamento, homologos 1005F, 1006-1007 
pareamento de base 

e recombinagao homologa 277-278, 280 
e reconhecimento de extremidade 374 
forgas de ligagao 255 
limitagoes do pareamento complementar 
345 

papel na interferencia de RNA 429 
papel no enovelamento e molde do RNA 
363-364 

pareamento de base, no DNA 
arranjo antiparalelo das fitas 176 
como RNA complementar 302-303 
na replicagao e reparo 239-240, 255 
na sintese de DNA 4 

pareamento de bases tipo oscilante 335, 
336-337F, 342 

nos genomas mitocondriais 804 
pareamento homologo 1005F, 1006-1007 
parede celular 

embacterias 896,1292 

em plantas 26,1000,1053,1081-1087 

em procariotos 13 

paredes celulares primarias 1082-1085 
paredes celulares secundarias 1082-1083, 
1085-1086 

pares especiais, clorofila 788-790,791-792F, 
793, 794F 


partenogenetica 987 
particulas centrais do nucleossomo 
empacotamento do DNA nas 188-190 
proteinas histona nas 187-188,189F 
sitios suscetiveis a dano de DNA 267F 
particulas de ouro 

anticorpos antiplectina 949T 
investigagoes do complexo do poro nuclear 
651 

nanoparticulas de ouro 589 
particulas de reconhecimento de sinal ver 
SRPs 

parvina 1079 
parvovirus 1274 
patogenos 

barreira epitelial contra infecgao 1265, 
1276-1277 

engolfamento por celulas fagociticas 1301- 
1302 

especificidade com hospedeiro 1265 
estrategias de infecgao 1276-1294 
evolugao por variagao antigenica 1289-1291 
extracelulares 1269,1277-1278 
facultativos e obrigatorios 1268 
fungicos e protozoarios 1271-1273 
insetos vetores 1276 
interagoes com hospedeiro 1264-1265 
intracelulares 1278-1279,1282,1283F, 
1284-1285 

patogenos oportunistas 1265,1268,1276 
patogenos primarios 1265,1276 
resistencia a farmacos 1291-1294 
transmissao entre especies 1279,1291 
uso do citoesqueleto do hospedeiro 913- 
914,1286-1288 

virais, bacterianos e eucarioticos 1266 
virus causadores de doengas humanas 1273T 
ver tambem bacterias; parasitas; virus 
patogenos bacterianos 
extracelulares 1269-1271 
sequestra de citoesqueleto por 913-914 
patogenos eucarioticos 1266,1271-1273, 
1282-1283, 1286F, 1290 
paxilina 1037T, 1080 
PCNA 247, 262 

PCR (reagao em cadeia da polimerase) 
analise da estrutura cromossomica 209F 
RT-PCR quantitativa 502-503 
sequenciamento por ion torrent™ 481 
utilizagao na clonagem do DNA 473-477 
PDGF (fator de crescimento derivado de 
plaquetas) 

agao via receptores tirosina-cinase 850T, 
853F 

como um mitogeno 1011-1012 
produgao de corpos embrionarios 1257F 
recrutamento de pericitos e musculo liso 1238 
PDI (proteina dissulfeto isomerase) 682, 686 
PDK1 (proteina-cinase 1 dependente de 
fosfoinositideo) 860 
pectinas 1083-1084 
peixes 

esgana-gato 1174-1175 
melanocitos em 939, 940F 
peixe-dourado 547F 
peixe-zebra (Danio rerio) 

como organismo-modelo 29T, 33, 35, 36F 
duplicagoes do genoma inteiro 228 
expressao do gene Her 1179F 



Indice 1411 


extensao convergente 1189F 
mapa neural 1204F 
migragao de celula germinativa 1185F 
mutante lakritz 488 
tamanho do genoma 35 
transigao materno-zigotica 1181 
pelos 1267,1277 
pelosdasasas 1189 
penfigoide bolhoso 1076F 
penfigos 1046 
penicilina 1267,1291,1293 
penis, GMP ciclico no 847 
peptidases-sinal 647, 664, 673, 677 
peptideo sintase 365 
peptideos AT-formilados 958 
peptidiltransferases 343, 348, 352T 
peptidil-tRNAs 339, 340F, 342F, 348, 35IF 
peptidoglicanos 1267,1292 
pequenos RNAs nao codificadores 429-431 
defesa bacteriana contra virus 433-434 
e interferencia de RNA 429-431 
miRNAs (micro-RNAs) 305T, 429-431,1149 
papel regulador de tres tipos 429 
piRNAs (RNAs que interagem com piwi) 
305T, 429, 433 

siRNAs (pequenos RNAs de interferencia) 
305T, 429, 431 

percepgao do numero de celulas 813 
perda de heterozigose 281 
perforina 1334 
pericitos 1235,1236F, 1238 
periodo refratario, canais ionicos 622-623 
periodo sensitivo, sistema visual 1212 
periplasma 1267F 
perlecana 1058F, 1070,1071F 
permeases i/ertransportadores 
permissao, de origens de replicagao 974-975 
permutadores ver antiportes 
permutador CI-HCO 3 dirigido por Na + 604 
permutador de CI-HCO 3 " independente de 
Na + 604-605 

permutador Na + -Ca 2+ 607 
peroxidases 735F 

peroxido de hidrogenio nos peroxissomos 
666-667 
peroxinas 667 
peroxissomos 

como organelas 666-669 

entre os compartimentos intracelulares 642 

gene Abed 1 e 30IF 

persistence das respostas, sinalizagao 
intracelular 825 
pertussis 834,1277 
pesos moleculares 

jungoes do tipo fenda 1051F 
plasmodesmos e 1053,1054F 
separagao por SDS-PAGE 452 
ultracentrifugagao analitica 455 
ver tambem macromoleculas 
peste 1276,1281 

PET (tomografia por emissao de positrons) 
1092F 
pH 

acidez dos lisossomos 722-723 
afinidade do receptor KDEL e 714 
escala de pH 46, 93 
regulagao do citosolico 604-605 
regulagao por vacuolos 724 


PI 3-cinase (fosfoinositideo 3-cinase) 
classes la e lb 859 
como um fator de crescimento 1017 
e sobrevivencia celular 860-861 
na quimiotaxia 958-959 
recrutamento de proteinas de sinalizagao 
574, 852 

pinocitose 730-732 

macropinocitose 725, 732, 733F, 738 
pintura cromossomica 180-182 
PIPs (fosfatidilinositol fosfatos) 700, 701F, 703 
PI(3)P 701F, 707, 737 
PI(3,4)P 2 701F 

PI(3,4,5)P 3 701F, 739, 740F, 859-860, 958, 
1017F, 1115,1117F 
PI(4)P 701F 

PI(4,5)P 2 701-702, 733, 739, 836-837, 859- 
860, 959,1017F, 1078F 
PI(5)P 701F 
pirimidinas 

estruturas da timina, citosina e uracila 100 
no pareamento de bases complementares 
176,177F 

piRNAs (RNAs que interagem com piwi) 305T, 
429, 433 
piruvato 

como substrato para diversas enzimas 87 
conversao a acetil-CoA 75, 81-82 
degradagao anaerobica 76F 
oxidagao no ciclo do acido citrico 82-84, 

758, 759F 

produgao na glicolise 75,105 
piruvato carboxilase 70F 
piruvato-cinase 105 

PKA (protema-cinase A) ver protema-cinase 
dependente de AMP ciclico 
PKB (protema-cinase B) ver Akt 
PKC ver protema-cinase C 
placas de alimentagao direta/motivos 401- 
402, 403F 

incoerente e coerente 522-523 
placas de celulas 1000-1001,1082 
placas de Peyer 1308F, 1311 
placas metafasicas 990-991, 992F 
placofilina 1037T, 1046F 
placoglobina (y-catenina) 1037T, 1042,1046F 
planarias 1247-1249 
plaquetas 1002,1011,1054-1055,1076T, 
1077-1078, 1241T 

derivadas de megacariocitos 1002,1239 
plaquinas 948-949, 959 
plasma, diferenciado do soro 1011 
plasmalogenios 667 
plasmideos 
origens 18 

plasmideos de virulencia 1268 
segregagao 897 
virus tumorais 1130-1131 
plasmideos vetores 468-469, 508F 
plasmodesmos 1053-1054,1082F 
Plasmodium [P. falciparum) 610, 80IF, 804, 
805F, 1272-1273, 1276 
ciclo devida 1272F 
plasticidade genomica, viroses 1291 
plasticidade sinaptica 636-637,1212-1213 
plastidios ver cloroplastos 
plastocianina 789, 792-793, 794F 
plastoquinol 791 


plastoquinonas 767F, 789, 791-792F, 793 

PECs ver fosfolipase C 

plectina 933, 948-949,1076 

Plk (cinase semelhante a Polo) 978-979, 985 

ploidia e tamanho celular 1194 

pluripotencia 

estagio de blastula 1148 
neoblastos 1248 
ovulo fertilizado 1253 
ver tambem celulas-tronco 
podossomos 952 
polaridade 

bipolaridade de fuso 986-987 
filamentos de actina 892F, 894, 896, 898, 
899F 

polarizagao celular 748-750 
e migragao 951-960 
e proteinas da familia Rho 955-959 
microtubulos 927, 940F 
no epitelio 749,1047 
papel do citoesqueleto 892-893 
polaridade celular planar 1189-1190 
polarizagao do embriao 1155-1157 
poliadenilagao 

de extremidades 3'de mRNA 315-316, 
324-326, 327F 

efeitos sobre a proteina resultante 417-418 
encurtamento poli-A 426-427 
poliaminas e peptideos nitrosados 267T 
polietilenoglicol 444F 
poli-isoprenoides 99 
polimerases translesao 273, 274F 
polimerizagao da actina por patogenos 1278, 
1281-1282, 1287-1288, 1289F 
polimerizagao da cabega e da cauda 72-73, 
340 

polimerizagao extremidade mais (+) 
cinetocoros 987-988 
polimerizagao por molde 3-4 
polimeros ver macromoleculas 
polimorfismos 

genes/proteinas MHC 1328,1330-1331 
SNPs 232-233, 492, 493F 
tipos 492 

poliomielite 1266F, 1273T, 1275,1281 
poliovirus 1266F, 1273T, 1274,1281,1288- 
1289 

polipeptideos 

adigao de aminoacidos 339-344 

algas como sitios de ligagao 118F, 121,138 

cadeias laterais de 109-110 

cadeias multiplas em proteinas grandes 123 

desordenados 125 

modo de transporte pela membrana do ER 
675-677 

numero de variagoes possiveis 118-119 
proteinas como 6,109 
sintese fora dos ribossomos 365 
poliploidia, nucleo megacariocitico 1242 
polipos adenomatosos 1123 
polirribossomos 349, 675 
polissacarideos 97 

agao da lisozima nos 144 

glicogenio como um 79 

pectinas 1083-1084 

sintese pelo aparelho de Golgi 711 

sintese por reagoes de condensagao 71F 

ver tambem celulose 
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polissacarideos formadores de gel 1058 
poliubiquitinagao 
caspases 1029 

diferenciada de monoubiquitinagao 735 
Pol5 e Pole 246 

pontilhados nucleares (grupos de granulos de 
intercromatina) 213, 331-333 
pontos de verificagao 

da formagao do fuso 993-994 
do tamanho celular 1174 
terapia do cancer e 1132-1133 
pontos quanticos 538 
populagao humana 

como um modelo genetico 491-492 
crescimento populacional e variagao 
genetica 231 

estudos de associagao ampla do genoma 493 
porgoes-sinal 647, 728, 729F 
porinas 

aquaporinas 580F, 599, 612-613 
diferenciadas de canais 611 
em bacterias e nas mitocondrias 662, 758 
formagao de barril 580F, 581 
poros nucleares 179,180F, 202F, 213, 327, 

559F, 561F 

poros paracelulares 1049 
Porphyromonas gingivalis 1266 
posicionamento do centrossomo 949, 

959-960 

potenciais de agao 

despolarizagao da membrana plasmatica 
por 607, 621-624, 627-629, 632, 634-636 
frequencia de disparo e distancia 634, 636 
frequencia de disparo e PPSs 633 
jungoes do tipo fenda e 1051 
na contragao muscular 920 
propagagao 624F, 625 
potenciais de membrana 

alteragoes mediando respostas rapidas 825, 
826F 

baseionica 617F 
contribuigao para os gradientes 
eletroqufmicos 599, 662, 762-763 
importagao de protefnas para dentro das 
mitocondrias 661-662 
papel dos canais de escape de K + 614-615 
potenciais de repouso de membrana 615, 
617, 629-630 

ver tambem canais controlados por voltagem 
potenciais redox 

ao longo da cadeia respiratoria 767, 768F, 

879 

clorofilaA 0 792 

como medida da afinidade de eletrons 
763-764 
definigao 764 

medida e calculo do AG° 765 
na fotossfntese 790F 
potenciais redox padrao 765 
potencial de equilibrio, equagao de Nernst 
616 

potencial de repouso de membrana 615, 617, 
629-630 

potencial pos-sinaptico excitatorio 633 
potencial pos-sinaptico inibitorio 633 
poxvirus 1274,1280,1289 
PPARs (receptores ativados por proliferador 
de peroxissomos) 875 


PPS (potencial pos-sinaptico) 633-634,635F, 
636 

precursores comprometidos ver celulas 
amplificadoras em transito 
precursores de poliproteinas 744 
preparagao de amostras 

microscopia eletronica 555-556, 559 
microscopia optica 535-536 
pre-profase 999,1001F 
presenilina 868 
pressao de turgescencia 
matriz extracelular 1058 
paredes celulares vegetais 1083,1085 
vacuolos 724-725 

pressao osmotica 612, 619-620, 724 
prevengao da fusao celular, por lipideos de 
membrana 570 

primeira lei da termodinamica 53,102-103 
"principio similar ao velcro" 1039,1079 
probabilidade 

metodos estatisticos 524-525 
termodinamica e 52, 60,102-103 
procariotos 

como bacterias e arqueias 14-15 
distingao dos eucariotos 12-13 
diversidade 12-14 
DNA circular em 23F 
mRNA comparado ao eucariotico 316F 
transferencia genica horizontal 18-19 
processamento de RNA 

controle da expressao genica 372, 373F 
em cloroplastos 806 

processamento de sinal, intracelular 825 
processo autocatalitico, vida, como 7F 
processos cotraducionais 

comparado com pos-traducional 670, 678F 
importagao de proteina no RE 670, 674 
limites de tamanho 744 
processos metabolicos 

ativagao de carcinogeno por 1128 
catabolismo e anabolismo 51-52 
taxa de utilizagao de ATP 148 
processos quimiosmoticos 
definigao 753-754 
evolugao 794-796 

no ciclo do acido citrico 759, 761-763 
origens bacterianas 780-781 
uso por cloroplastos 782-783, 786 
procolageno 704, 705F, 720 
produgao de lactato em celulas cancerosas 
1098 

produgao de lipoproteina no RE liso 670 
produgao farmaceutica atraves da clonagem 
de DNA 484, 506 

ver tambem descoberta de farmacos 
produtos de gene, analise de epistasia e 490 
profase 

atividade M-Cdk 978, 985-986 
formagao das cromatides-irmas 964 
montagem do fuso 985 
nameiose 1006-1007 
namitose 978-980 
pre-profase 999,100IF 
profilinas 905-907, 909F 
profundidade de campo 533F, 558-559 
programa BLAST 462, 463F 
programas de desenvolvimento intracelular 
1179,1200 


progressao tumoral 

cancer colorretal 1122-1126 
correlagao com sequencia de mutagao 
1125-1126 

genomas metastatico e primario 1119 
perda da fungao p53 como essencial para 
1126 

processo 1095-1097,1109,1114F, 1115- 
1116,1119 

selegao natural 1091-1092,1096,1104,1118, 
1119F, 1125 

sistemaimune 1137,1138F 
proinsulina 130 
projeto atlas do cerebro 502F 
projeto genoma humano 

clonagem de DNA genomico 471 
problema de DNA repetitivo 479 
prolactina 864T 
proliferagao celular 

acompanhada pelo crescimento da celula 
1016-1017 

dependente de mitogenos 1017 
diferente de crescimento da celula 1011 
emcanceres 1092,1098,1099-1100,1104 
em criptas intestinais 1218-1219 
integrinas no controle de 1079 
por expansao clonal 1310 
prolina 

estrutura 113 
hidroxiprolina 1062F, 1084 
naelastina 1065 
no colageno 1062 

prometafase 978, 980, 986, 990-991, 992F, 

994F 

promotores 

agrupamentos genicos a partir de 380 
concentragao de proteinas e 513 
em ilhas CG 406-407 
fragao ligada a ativadores e repressores 
511-512, 517F 

na transcrigao 306, 308-309, 388 
no controle de regioes genicas 384 
orientagao e inversao do DNA 294 
repressores e ativadores 381-383, 386 
pro-opiomelanocortina 744F 
prostaglandinas 837 

proteases, serina e metaloproteases de matriz 
1072 

proteases dependentes de ATP 357, 358F 
proteina 4E-BP 1017F 
proteina adaptadora BP230 1037T, 1076 
proteina adaptadora Grb2 824F, 855, 862F 
proteina Ape (polipose adenomatosa do 
colon) 870-871,1112F, 1124 
proteina Arf 703, 854T, 1016 
Proteina Argonauta 428F, 430-434 
proteina associada a microtubulos de Xenopus 
(XMAP215) 933-935 
proteina ATF6 688 
proteina ATG9 726 
proteina ATR 1014,1015F 
proteina auxina 870 
proteina Bale 1027-1028 
proteina banda 3 592F, 605 
proteina banda 4.1 592F 
proteina Bax 1027-1028 
proteina BclXL 1026-1027,1030-1031,1032F 
proteina Bid 1028 
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protema BiP (protema de ligagao) 677,678F, 
683, 712-713 
protema Bril 881 

proteina CAP (ativador catabolito) 382-383, 
522-523 

proteina CapZ de capeamento 909, 914, 919, 
920F 

proteina Caspr 625F 
proteina c-Cbl 853 
proteina CD31 1312 
proteina Cdcl2 950F 
proteina Cdc2 (agora Cdlcl) 463F, 969T 
proteina Cdc20 971, 972F, 973, 993-994,1003 
proteina Cdc28 (agora Cdlcl) 969T 
proteina Cdc3 950F 
proteina Cdc6 975, 976F 
proteina Cdhl 971, 973T, 1003-1004,1013- 
1014 

proteina Cdtl 975, 976F 
proteina-cinase A (PKA) ver proteina-cinase 
dependente de AMP ciclico 
proteina-cinase PERK 688 
proteina-cinase Pinkl 727 
proteina Cordina 1168-1169 
proteina CstF (fator de estimulagao a 
clivagem) 324-325, 417-418 
proteina CTCF 409F 
proteina CTR1 881-882 
proteina Cyk4 1000F 
proteina de sinalizagao Dpp 1073 
proteina de suporte 126 
culina como uma 160,164 
curvatura da membrana 594 
Dishevelled como uma 870 
em maquinas proteicas e fabricas 
bioquimicas 164, 332F 
nas jungoes compactas 1049-1050 
nos complexos de sinalizagao intracelular 
822, 823F, 857 
septina como 949, 999 
protema de suporte Costal2 871-873 
protema Delta 867, 868F, 1172,1173F, 1178- 
1179,1224 

protema desacopladora 780 

protema Dishevelled 870-871 

protema EIN3 882 

protema engrailed ( Drosophila ) 120 

protema FepA 581 

protema FLIP 1025 

protema FUS 133 

protema Gcn4 425 

protema Grim 1029 

protema Hairy (Drosophila) 422F 

protema Her2 1137 

protema Flld 1029-1030 

protema huntingtina (HTT) 224F 

protema iHog 872 

protema Kriippel 393F, 394, 395F, 1179 
protema Ku 275F 
protema LI5 347L 
protema Lefty 1168 
protema LeuT 604L 
protema Mad2 994 
protema Mbl 896-897 
protema Mdm2 1014,1015L, 1016,1017L 
protema MDR (resistencia a multiplas drogas) 
610,1293 


protema mediadora 

como uma coativadora 386 
na iniciagao da transcrigao 312, 313F, 385F 
protema Mia40 663L, 664 
protema MreB 896-897 
protema MutS 251L, 549L 
protema Nanog 378L, 506L 
protema Nanos 1158L 
protema Nodal 1168-1169 
protema Noggin 1168-1169 
protema Notch 

ativagao por proteolise 869F 
O-glicosilagao 720, 868 
protema Noxa 1028 
protema NSL 709, 712L 
protema NtrC 383L 
protema Omi 1029 
protema OMPLA 581L 
protema p21 1014,1116 
protema p27 971L, 973T, 1004 
protema p53 

alvos de cinases Chlcl e Chk2 1014 
como regulador transcricional 1116 
fungao promotora de apoptose 1015,1028, 
1115-1116 

modificagao pos-traducional 166 
parada do ciclo celular 1016 
perda da fungao no cancer 1126,1132-1133 
protema ParM 897 
protema Per 878 

protema periplasmatica ligadora de substrato 
610F 

protema Puma 1028 
protema Rac 

membro da familia Rho 854T, 858, 

956-957 

montagem da jungao aderente e 1043F 
protema Rad51 279, 281F, 282 
protema Rad52 281 
protema Ran-GAP 653-654, 656 
protema Ran-GEF 653, 656 
protema Reaper 1029 
protema RecA 279-281 
protema reguladora de Myc 
em canceres 1107,1118 
reprogramagao de fibroblastos 1254-1255 
resposta p53 1115 
ver tambem fatores OSKM 
protema repressora Cro 123 
protema repressora GalS 522 
protema R-espondina 1222 
protema Rev 420-421 
protema RIAM 1078F 
protema Rieslce 770F 
protema Sari 703, 704-705F 
protema Sicl 973T, 1003-1004 
protema Skpl (protema adaptadora 2) 
167-168 

protema Slit 1203 
protema Slug 1042 
protema Smac/Diablo 1029 
protema Smoothened 871-873 
protema Snail 1042 

protema Sonic hedgehog (Shh) 1191,1199, 

1200F, 1202 

protema Sos ( son-of-sevenless ) 824F, 855,860 
protema Spoil 282-285 


protema Steel/SCF 1187,1244 

protema TAT 414, 420-421 

protema tau 932-933, 934F 

protema Tim (eterna) 878 

protema titina 549F, 920 

protema transportadora de ADP/ATP 779,780F 

protema Twist 1042 

protema verde fluorescente (GFP) 459F, 501F, 
502, 504F 

protema Wingless 1160 
protema XIAP 1029 
protema a2 120 
proteina-cinase B (PKB) ver Akt 
proteina-cinase C (PKC) 

dependente de calcio 837, 852 
ligagao a membrana plasmatica 574 
proteina-cinase Chlcl 1014,1015F 
proteina-cinase Chlc2 1014,1015F 
proteina-cinase dependente de AMP ciclico 
(PKA) 827, 834-837, 841, 843, 845T, 848 
proteina-cinase fusionada 871-872 
proteina-cinase IRE1 687-688 
proteina-cinase Lck 862,1332,1337F 
proteinas 

abundancia 785 
atraso por acumulo 1176 
codificadas por genes 7,178 
condicionalmente de vida curta 359 
conformagao e quimica 135-136 
cristalizagao 561 

disponibilidade em quantidade 483-484 
em paredes celulares primarias de vegetais 
1084 

fungoes 5-6 

geragao de movimento 160-163 
identificagao 455-458 
marcagao fluorescente em celulas vivas 
542-546 

metodos analiticos 452-462 
multiplicidade de fungoes 48-49,109 
numero em celulas humanas 168 
numero em uma celula eucariotica 641 
papel como catalisadoras 5-6 
purificagao 445-451 
reguladores de transcrigao 373 
ver tambem enzimas; proteinas de 
membrana 

proteinas AAA 358, 359F, 709 
proteinas acessorias 

conjunto de filamentos do citoesqueleto 889, 
894-896 

filamentos intermediaries 946 
microtubulos 928-930, 941 
proteinas acessorias da actina 899, 904-906, 
908F, 909-911, 913, 921,958 
proteinas motoras 889 
transporte de membrana 655, 677 
proteinas adaptadoras 
como cateninas 1042 
como dominios de interagao 823 
dominios SH2 e SH3 854 
Grb2 824F, 855, 862F 
ligagao a actina 956F 
modelo de transporte vesicular 721 
para caderinas 1044 
receptores de importagao nuclear 652 
talinas 1075,1080 

vesiculas cobertas por clatrina 698-699 
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protemas anti-IAP 1029 
protemas associadas a membrana 577 
proteinas associadas a microtubulos (MAPs) 
932-934 

ver tambem centrossomos 
proteinas ativadoras ver ativadores da 
transcrigao 

proteinas B7 1337-1338 
proteinas Bad 860F, 1030 
proteinas BH3-apenas 1027-1028,1030-1031, 
1032F 

proteinas Brcal eBrca2 281-282,1134 
proteinas carreadoras 816F, 876 
proteinas Cas (associadas a CRISPR) 434 
proteinas citoplasmaticas na formagao de 
vesiculas 701-702 
proteinas conservadas 
actinacomo 898 
ciclo da celula eucariotica 966 
complexo Sec61 676 
estrutura 120 
histonascomo 190 
naapoptose 1025 

proteinas de curvatura da membrana 573- 
574, 699, 701-702, 732, 737, 896 
protemas da bomba Na + -K + 585F, 607-608, 

615 

protemas da familia do colageno 

colagenos fibrila-associados 1062-1064 
colagenos fibrilares 1058F, 1062-1064 
colagenos nao fibrilares 1063T 
como macromoleculas da matriz 
extracelular 1057,1061-1064 
e suas propriedades 1063T 
protemas da superficie da celula 

apresentada por celulas dendriticas 1306F, 
1326,1327F, 1330 
efagocitose 740 
oligossacarideos em 720 
superfamilia Ig 1338-1339 
protemas de agregagao 911-912 
protemas de choque termico 

como chaperonas moleculares 355 
hsp60 355-357, 662 
hsp70 355-357, 659-662, 683, 702 
protemas de fusao (produzidas por fusao) 451 
Cas9 com ativadores e repressores 497 
com GFP 50IF, 502, 504F, 543, 589, 715F, 
802-803, 884F 

com proteina vermelha fluorescente 875F 
em FRET 545 

protemas de fusao (promovem a fusao da 
membrana) 571, 708 
protemas de ligagao 

do citoesqueleto 948-949, 959 
nacartilagem 1061F 

protemas de ligagao a actina 904-906, 907- 
909,1079 

protemas de ligagao a GTP ver GTPases 
protemas de membrana 576-594 
assimetria 590, 681 

associagao com bicamadas lipidicas 576- 
577 

ATP-sintases como 776-778 
BCRseTCRs 1317, 1325-1326, 1337 
celulose sintase 1085 
densidades 758-759 
difusao 588-593 


em grandes complexos 588-589 
fosfolipase Cp 836 
glicosilagao 582-583, 723 
ligagao com ancoras de GPI 688 
lisossomicas 723 

proporgao de todas as proteinas 576, 580 
proteinas de membrana perifericas 577 
reconstituigao funcional 585, 586F 
regulagao por transcitose 738 
sistema complemento 1302 
solubilizagao por detergente 583-586, 766 
translocadores fosfolipidicos como 570 
protemas de membrana invariaveis 1316- 
1317, 1326, 1336 

protemas de neurofilamentos (NF-L, NF-M e 
NF-H) 944T, 947 

protemas de processamento de sinal 
exemplo da Src-cinase 155-156,157F 
tipos de resposta as concentragoes de sinal 
827-831 

protemas de revestimento de vesiculas 650 
protemas de sinalizagao 

degradagao de lisossomos 735 
indugao de diferenciagao em cultura 1169 
localizagao na membrana 577-579 
padronizagao de embriao de vertebrados 
1168 

ver tambem protemas de sinalizagao 
intracelular 

protemas de sinalizagao intracelular 578, 700, 
814,1079-1080 

protemas de transporte de membrana 
energetica 163 
papel 9, 597-600 

para organelas ligadas a membrana 641 
proporgao das protemas de membrana 597 
protemas transmembrana de passagem 
multipla 599 

transportadores e canais 597-599 
transporte ativo e passivo 599-600 
protemas de troca/transferencia de 
fosfolipideo 691 
protemas dedos de zinco 377 
protemas desenoveladas e AFM 549F 
protemas do grupo Polycomb (PcG) 206, 211 
protemas do grupo Trithorax 1164 
protemas Dscam 415,1207 
protemas E2F 1012-1014 
protemas EB1 935 
protemas efetoras 

na sinalizagao intracelular 814 
patogenos bacterianos extracelulares 1269- 
1271, 1278,1281-1282,1283F, 1285-1286 
protemas efetoras da familia Bcl2 1027,1028F 
protemas efrinas 850T, 858,1188,1206, 

1207F 

protemas empacotadoras 704 
protemas escritoras 199-200,406F 
protemas F-box 159-160,167,168F, 971, 972F 
protemas fibrosas 124-125 
protemas fluorescentes 

fusao de genes e 495, 50IF, 502, 504F 
na microscopia 537F, 542-546 
ver tambem GFP 

protemas formadoras de gel 911, 957 
protemas fosfatases e comutadores 
moleculares 819 
protemas FtsZ 806, 896-897 


protemas G (protemas de ligagao a GTP 
trimericas) 588, 820, 832-834 
ativagao de GPCR de 833F 
forma G 12 843, 846T, 959F 
forma G 13 846T, 959F 

forma G, 833F, 834, 836, 843, 846T, 848, 862, 
959F, 1278 
forma G 0 846T 
forma G olf 844, 846T 
forma G q 836, 838F, 846T, 847F, 859 
forma G s 833F, 834, 836, 843, 846T, 848, 862 
G t (transducina) 845, 846T, 848 
quatro principals familias 846T 
regulagao de canais de ions 843 
regulagao do AMP ciclico 833-834 
sinalizagao via fosfolipideos 836-838 
subunidades 832-834 

protemas globulares, filamentos de 123-124 
protemas Hedgehog 871-873,1160 
ver tambem proteina Sonic hedgehog 
protemas histonas, no nucleossomo 187-188 
protemas HLA (associadas aos leucocitos 
humanos) 1327 

protemas iniciadoras 254-255, 256-257F, 259 
protemas interativas, identificagao 457-458 
protemas IkB 874 
protemas Kai 878 
protemas KASH 949, 959 
protemas ligadoras de extremidade menos (-) 
931, 932, 934 

protemas ligadoras de fita simples (SSB) 246, 
247-248F, 253, 256F 
protemas luminescentes 547 
protemas mal enoveladas 
chaperonas BiP e 683, 712 
doengas prionicas 130-131 
exportagao do RE e degradagao 685-686, 
712 

retrotranslocagao 358, 686 
protemas marcadoras geneticas 1221 
protemas motoras 161-163 
citoesqueleto 896 
e microtubulos 936-938,1288 
efetoras Rab 706 
fuso mitotico 982, 983-984 
Toxoplasma gondii 1282 
virus e 1288 

visualizagao com TIRF 548 
ver tambem miosina 
protemas MutH, MutL e MutS 25IF 
protemas nao histonas 187,209-210 
protemas precursoras do cloroplasto 665F 
protemas precursoras mitocondriais 659-662 
protemas que cortam actina 909-910 
protemas quimericas 1135 
protemas Rab, modificagao na Legionella 739 
protemas Ras 

como GTPases 157,158F, 161 
mecanismo de ativagao 855F 
tres tipos em humanos 854 
via de sinalizagao MAP-cinase 855-857 
protemas reguladoras Glil, Gli2 e Gli3 873 
protemas relacionadas a actina ver complexo 
Arp2/3 

protemas relacionadas as cinesinas 983 
protemas repressoras ver repressores 
transcricionais 

protemas Sec23/Sec24 e Sec 13/31 705F 
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proteinas secretoras 

agregagao no TGN 742-743 
precursores ativos 743-744 
proteinas SMC (manutengao estrutural dos 
cromossomos) 977, 982 
proteinas SNARE 705, 707 
naautofagia 726 

na fusao de membranas 708-709,1280 
subunidade ancoradora ao RE 682 
t-SNAREs e v-SNAREs 708-709, 712, 714, 
745F, 747F, 751 

proteinas soluveis em agua, captura pelo RE 672 
proteinas SR 322, 323F, 326 
proteinas SSB (ligagao de fita simples) 246, 
247-248F, 253, 256F 
proteinas STAT (transdutores de sinal e 
ativadores de transcrigao) 863 
proteinas SUN 948-949 
proteinas tirosinas-cinase 1080 
ver tambem proteinas-cinase Src 
proteinas tirosina fosfatases 864-865 
proteinas translocadoras 1270-1271F 
proteinas translocadoras de protons 773 
proteinas transmembrana 

associagao com a bicamada lipidica 577F 
ATG9 726 

barril (3 579-581,659,662-663 
caderinas e integrinas 1037 
captura pelo RE 672 
destinos do endocitado 738F 
hidrofobicidade 577, 579F, 593 
IRE1 como uma proteina-cinase 
transmembrana 687 
maioria dos receptores 816 
Notch 720 

PERK como uma proteina-cinase 
transmembrana 688 
processos de integragao 678 
proteinas de adesao 1037 
receptor de morte 1024 
receptor SRP 674 

receptores acoplados a enzima 849 
proteinas transmembrana de passagem dupla 
679, 681F 

proteinas transmembrana de passagem 
multipla 578, 581-582 
combinagoes de inicio e fim de transferencia 
679-681 

proteinas de passagem transmembrana 
dupla 679, 681F 

proteinas de transporte transmembrana 
como 599, 664 

receptores acoplados a canais ionicos como 
818 

receptores KDEL como 714 
receptores Patched como 872 
rodopsina/bacteriorrodopsina como 586- 
588, 681F 

proteinas transmenbrana de passagem unica 
aparelho de Golgi 716 
correceptores CD4 e CD8 1331 
estrutura 579, 582F, 677, 679F, 716 
Notch e Delta 867-868 
receptores acoplados a enzimas 819 
proteinas transmembrana de sete passagens 
Frizzled 870 
Smoothened 872 

ver tambem receptores acoplados a proteina 
G 


proteinas transportadoras, membrana 
mitocondrial interna 779-780 
proteinas WASp 957, 958F, 1278F, 1281,1288, 
1289F 

proteinas Wnt 868-871,1199,1200F 
Wntll 1156-1157 
ver tambem proteina Wingless 
proteinas ZO (zona ocludente) 1049 
proteinas/ sinais co e stimulatorio s 
celulas T auxiliares 1314,1335 
expressao de celulas dendriticas 1305, 
1306F, 1314,1326,1327F, 1337, 1338F 
proteinas B7 1337-1338 
resposta de linfocitos virgens 1310-131 IF, 
1316F, 1332 
proteinas-cinase 

arvore evolutiva em eucariotos 154-155 
dependentes de AMP ciclico (PKA) 827, 
834-837, 841, 843, 845T, 848 
e origem de replicagao 260 
ilustrando mecanismos retro alimentagao 
829F 

na iniciagao da autofagia 726 
receptores acoplados a enzimas 819 
regulagao de comutadores moleculares 819 
serinas/treoninas ou tirosinas-cinase 819 
ver tambem cinases dependentes de ciclina; 
MAP-cinases; serinas-cinase; tirosinas- 
cinase 

proteinas-cinase Src 117,118F, 155-156,157F, 
578 

canceres virais e 1265 
como tirosinas-cinase citoplasmaticas 862, 
1080,1336 

ligagao via dominios SH2 852 
proteina Lck 1331-1332 
regulagao 155-156 
proteina-sinal agrina 1072,1210 
proteinas-reporter 543 
proteinas vaivem 654 
proteobacteria a 798F 
proteoglicanos 582 

agrecana 1058F, 1060,1061F 
como receptores de matriz 1074 
decorina 1058F, 1060 

montagem pelo aparelho de Golgi 718-719, 
1059 

na matriz extracelular 1057-1061,1073- 
1074 

ocorrencia como GAGs 1057,1059-1061 
perlecana 1058F, 1070,1071F 
proteoglicanos Dally e semelhantes a Dally 
1073 

proteolise 

atraves da regulagao enzimatica 150 
cascata da caspase 1022-1023 
isolamento de celulas dos tecidos 440 
montagem da insulina e do colageno 130 
no controle do ciclo celular 970, 972F 
proteolise regulada 396F, 867, 970 
proteomica, definigao 167 
proteassomos 

fungao 357-359, 685 
ubiquitinagao e 157, 358F 
protocaderinas 1038,1207 
protofilamentos 
actina 899F 

citoesqueleticos 894, 895F 

curvatura de protofilamentos 928-929, 934 


filamentos intermediaries 945 
microtubulos 894, 926, 928-929, 930F, 
934-935, 937 
protons 

comportamento na agua 45-46, 613, 773 
transporte de membrana 164 
proto-oncogene K-Ras 1123,1125 
proto-oncogenes 

conversao para oncogenes 1106-1107 
mutagoes com ganho de fungao em 1104 
protozoarios 

como eucariotos 24, 25F, 30 
patogenicos 1272-1273,1282 
variedadede 31F 
protrusoes da superficie da celula 
estereocilios 924 

na migragao celular 951-953, 954F, 955, 
956-957F, 959,1185-1186 
papel do citosqueleto 892-893 
pedestais 1278 

replicagao bacteriana 1287,1288F 
vesiculagao 953-953,1186 
proximidade induzida 822 
PRRs (receptores de reconhecimento de 
padroes) 

classes 1299-1300 

expressao de celulas dendriticas 1305 
reconhecimento de PAMPs 1298,1326 
reconhecimento de virus 1303-1304 
resposta inflamatoria 1300 
ver tambem receptores semelhantes a Toll 
pseudogenes 

e selegao de purificagao 221 
famflia das globinas 230 
mutagoes com perda de fungao 229 
no genoma humano 184T 
Pseudomonas aeruginosa 1268 
pseudopodios 739, 740F 
pseudossimetria 603, 604F 
pseudouridina 328, 329F, 335F 
PTB (ligagao a fosfotirosina), dominios 822, 
824F, 852-853 
pulgas 1276F 

pulmoes, formagao e estrutura 1190 
pulsos de ativagao genica 522 
purinas 

estruturas da adenina e da guanina 100 
no pareamento de bases complementares 
176,177F 

purinas, hidrolise ver depurinagao 
puromicina 351, 352T 
pus 1301 

Q 

quantidade de renovagao 141,142-143 
quebras da fita simples, reparo de erro de 
pareamento 250 
quebras de fita dupla (DNA) 

duplicagoes de segmentos de 228 
em canceres 1111,1116 
mecanismos de reparo 273-275,497,1323 
nameiose 282-284,1009-1010 
recombinagao homologa 278-279,1116 
topoisomerase II e 252-253 
queimaduras, tratamento 1250 
quepe GTP, microtubulos 927-928 
queratinas 944T, 946-947, 949, 953,1046 
a-queratina 115,117,124 
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queratinocitos 951, 953, 954-955F 
quiasmas 1006F, 1007,1008F 
qufmica organica 

importancia biologica 47 
ligagoes qufmicas e grupos 47, 90-91 
quimiocinas 1241 

quimiotaxia 958-960,1185,1202,1237F, 1241F 
quimiotripsina, comparada com elastase 119F 
quindlina 1037T, 1075F, 1078F 
quinonas 

como carreadores de eletrons 764-766, 767F, 
768, 788 

plastoquinonas 767F, 789, 791-792F, 793 
ubiquinona 765-766, 767F, 768-770, 77IF, 
772-773 

quiralidade das helices 124-125 

R 

radiagao 

e carcinogenese 1094,1128F, 1132-1133 
luz ultravioleta 267-268, 269F, 1094 
raios X e as celulas-tronco hematopoieticas 
1242 

resposta da Schmidtea mediterranea 1248 
tratamento do cancer 1132 
radiagao ultravioleta 267-268, 269F, 1094 
radicais livres 1115 

Raf (MAP-cinase-cinase-cinase) 856-857, 882 

raio de van der Waals 45F, 94,110 

raiva 1273T, 1274F, 1279 

Rana pipiens 36F 

Ran-GTPases 

como marcadores posicionais da cromatina 
656, 986 
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ver tambem reagoes de equilibrio 
realce de imagem digital 534 
receptor CCR5 1279 
receptor CD4 1279 
receptor Crml 420 
receptor CXCR4 1279 
receptor de glicocorticoide 400 
receptor de importagao Pex5 667-668 
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sobreposigao de sinalizagao com RTKs 
861-862 

receptores AMPA (oc-amino 3-hidroxi 5-metil 
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ver tambem dano ao DNA 
reparo de feridas 

aumento da membrana plasmatica 748 
fibroblastos 1228 

reparo de pareamento errado direcionado a 
fita 244T, 245, 250-251 
reparo por excisao de base 269, 270F 
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fator de liberagao 562F 

livres e ligados a membrana 674-675 

marcagao negativa 560 

montagem de subunidade 329, 340 

papel na tradugao 7, 340-343 

resposta a antibioticos 800 

ribozimas 346-347 

separagao por centrifugagao 445 

sftios de ligagao ao antibiotico 35IF 

sftios de ligagao ao RNA 341-342, 347 



Indice 1419 


subunidade maior 33IF, 341-343, 346-347F, 
349, 423, 673 
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localizagao nos ovulos 1156 
na monitoragao da expressao genica 32 
na tradugao 343-344.351-352 
perfil do ribossomo e 505-506 
processamento do terminal 3' 324 
quantificagao com RT-PCR 503 
regioes nao traduzidas (UTRs) 184T, 421- 
423, 430 

regulagao do transporte a partir do nucleo 
419-421 

retirada do quepe do terminal 5' 1288 
tradugao iniciada por sinal 506 
ver tambem UTRs 
RNAs nao codificadores 305, 327 

localizagao com hibridizagao in situ 502 
ncRNAs pequenos e interferencia de RNA 
429-431 

regulagao da expressao genica 429-436 
sequenciamento de RNA e 482 
RNAs nao codificadores longos (IncRNAs) 
fungao 305T, 435-436 
naimpressao 409 

produgao de sequencias conservadas 225 
Xist 411 

RNAs-guia 328, 329F, 429, 435, 497-498 
RNPs (ribonucleoproteinas) i/erhnRNPs; 
mRNPs; snRNPs 

robustez, nas redes biologicas 520, 822 
Roclc-cinase 958F, 997, 998F 
rodamina 537, 545F, 756F, 936F 
rodopsina 

amplificagao de sinal 848-849 
como GPCRs 588, 832, 845 
insergao na membrana do ER 681 
retinal 147,845 
rombomeros 1169,1188 
ROS (especies reativas de oxigenio) 808 
ver tambem superoxidos 
roseta, celulose sintase 1085-1086 
rotagao cortical 1156,1167 
RRE (elemento de resposta a Rev) 420 
RTK Sevenless (Sev) 855 


RTKs ver receptores tirosinas-cinase 
RT-PCR quantitativa 502-503 
Rubisco ver ribulose bifosfato carboxilase 
rufdo 

em imagens de microscopio 532-533, 561 
em pontos dos dados 525 
na sinalizagao intracelular 820-822, 831 
nos sistemas de controle genetico 1246 

s 

S6K (S6 cinase) 1017 
sacarose 784, 786 
Saccharomyces cerevisiae 2IT, 3IF 
bibliotecas de mutantes 498 
centromeres 203 
ciclo celular de 966 
cinesinas 936 

como organismo-modelo 29T, 966 
comunicagao intracelular 813 
cromossomos separados 466F 
densidade genica 182F 
genes codificadores de RNA 305 
genes essenciais ao crescimento 499 
genes para canais ionicos controlados por 
voltagem 627 
heranga mitocondrial 807 
miosina V em 925 

rearranjos de RNA no spliceossomo 321F 
replicagao do DNA em 253-254, 259 
ver tambem leveduras, brotamento 
salamandras 1194-1195 
Salmonella enterica 1268,1281,1282F, 1284F, 
1285,1290 
Salmonella ssp. 

como Gram-negativa 1267F 
uso de variagao de fase 294 
salto (perda) de exon 321-323, 324F 
sarcoma virus Rous 1105,1265 
sarcomas 1092 
sarcomeres 918-920, 948 
SCAP (protefna de ativagao de clivagem de 
SREBP, 656F 
S-Cdks 974, 979,1014 

SCF (fator de celulas-tronco)/protema Steel 
1187,1244 

Schizosaccharomyces (S. pombe ) 

como um organismo-modelo 966,1271 
fenotipo mutante 21F 
genoma mitocondrial 801F, 805F 
microtubulos + protemas TIP 935F 
Schmidtea mediterranea 1247-1249 
Sciara 987F 
“scramblases” 574, 690 
SDS (dodecilsulfato de sodio) 583, 584F 
SDS-PAGE (eletroforese em gel de 
poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio) 
452, 453F, 454F, 584 
SecAATPase 677, 678F 
secgoes opticas 540 
segoes invariaveis, protefna MHC 1331 
secregao de serotonina 1218,1219F, 1239, 
1241T 

securina 971, 973, 978, 992-994,1009 
sedimentagao de equilfbrio 447 
sedimentagao por velocidade 446,447F 
segmentos de gene, celulas B 1319-1320, 
1321F, 1325, 1332 
segmentos genicos D 1320 
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segmentos genicos / 1320,1321F, 1325 
segmentos genicos V 1320-1321 
segregagao cromossomica 
como universal 963 
erros e cancer 1097,1109,1132 
nameiose 1004-1006,1008,1010 
namitose 978, 994,1097 
segregagao mitotica na heranga mitocondrial 
807-808 

segregagao tecidual e ligagao homofilica 1041 
segunda lei da termodinamica 52, 53F, 60, 
102-103 

segundos mensageiros 819-820, 824, 827, 833 
IP3 e diacilglicerol como 837, 838F 
na amplificagao do sinal intracelular 848 
seios sanguineos 1242 
selegao de purificagao 219-220, 22IF, 223, 

225, 231 
selegao natural 
epatogenos 1289 
estrutura proteica e 119-120 
mutagao e 15-16 

progressao tumoral 1091-1092,1096,1104, 
1118,1119F, 1125 

selegao purificadora 219-220, 221F, 223, 225, 
231 

vantagens seletivas pequenas 226 
selegao negativa 1332,1333F 
selegao positiva 1332 
selectinas 720 

adesao celula-celula 1054-1055 
estrutura e fungao 1055F 
receptores de enderegamento ( homing ) 

1312 

seletinas E, L e P 1054-1055 
seleneto de cadmio 538F 
selenocisteina 350 

SEM (microscopio eletronico de varredura) 
celulas NIC atacando uma celula cancerosa 
1304F 

cilios neuronais olfativos 844F 
infecgao fungica em Drosophila 1299F 
jungao neuromuscular de ra 630F 
osteoclastos na matriz ossea 1231F 
pericitos 1236F 
principios 558-561 

tubo neural de embriao de galinha 1192F 
senescencia celular replicativa 
celulas em cultura 442 
celulas-tronco e 1243 
e DNA mitocondrial 808 
evitada pelas celulas ES 1254 
fungao dostelomeros e 264-265,1016,1100 
macrofagose 739 
viap53e 1116 

sensibilidade das celulas-alvo 824 
sensor de tensao 1043,1044F, 1068F, 1080, 

108 IF, 1229 

sensores de voltagem 622 
separagao celular 1041,1122,1188-1189 
separagao de carga na fotossintese 788-789, 
792-793 

separadores de celulas ativados por 
fluorescencia (FACS) 440, 441F, 967F, 1242 
separases 993,1009 
septinas 949-950, 959, 999 
septo, anel Z e 896 

sequencia amostral do cromossomo X 300F 


sequencia LDV (Leu-Asp-Val) 1075 
sequencia RGD (Arg-Gly-Asp) 1067-1068, 
1075, 1078, 1281 

sequencia Shine-Dalgarno 348, 349F, 422, 
423F 

sequenciamento aleatorio 479 
sequenciamento do didesoxi 466F, 477-478 
sequenciamento do genoma 
bacteria 1268-1269 
biopsias de tumor 1141 
celulas do cancer 1095,1109-1111,1119, 
1137 

custo de 481 

e rastreador evolucionario 136-137, 292 
e regioes conservadas 217, 224-225 
progresso em 439,477 
ressequenciamento 479 
sequenciamento do exoma 1109 
velocidadedo 464,477 
viroses 1273 

sequenciamento do RNA (RNA-seq) 
analise de mRNA 503-504 
sequenciamento profundo de RNA 477 
splicing alternativo e 482 
sequenciamento por Illumina® 480 
sequenciamento por ion torrent™ 481 
sequences Alu 212F, 223F, 291-292 
sequencias atuantes cis reguladoras 402, 
406-407, 409 

cadeias de imunoglobulina 1320 
como CRE 836 
como estimuladores 386 
como logos de sequencia 375, 378F 
e anotagao do genoma 477 
gene Eve 393, 395 
genes-reporter e 501 
isoladores e 391 

ligagao e reconhecimento do regulador da 
transcrigao 373-375, 379-381, 383-384 
nucleossomos e 379-380 
ocupagao pelos reguladores da transcrigao 
505 

regioes de controle no gene 384-385 
reguladores mestres e 399-401 
sequencias CG (sequencias GpG) 
metilagao e sua heranga 404 
perda de, em vertebrados 406-407 
reconhecimento TLR9 1300,1304 
sequencias consenso de nucleotideos 
introns de marcagao 319F 
natradugao 348 
na transcrigao 308, 31 IF, 325F 
para splicing do RNA 319 
sequencias consenso de reconhecimento 348 
sequencias conservadas multiespecies 
225-226 

sequencias de aminoacido 
alinhamentos 463 

especificando a estrutura da proteina 109- 
114 

implicando na fungao da proteina 121, 
462-463 

sequencias de barreira HS4 202 
sequencias de DNA 

alteragoes nas celulas de cancer 1094,1097, 
1106,1109-1110, 111 1—1112F 
centromericas 203 

deduzindo a fungao do gene 20, 216-217 


deduzindo de genomas antigos 223-224 
gene da (3-globina humana 179F 
manutengao de 237-239 
mutantes codigo de barras 498,499F 
sequencias Alu 212F, 223F 
sequencias de DNA barreira 195F, 202 
taxa de variagao 218 

ver tambem sequenciamento do genoma; 
genoma humano 

sequencias de DNA isolador 391, 409 
sequencias de parada de transferencia 663, 
679-680, 681F 
sequencias KKXX 713 
sequencias proteicas, comparagoes 
interespecies 36,37F 
sequencias repetidas 289 

ver tambem repetigoes em sequencia 
sequencias de barreira de DNA 195F, 202, 

210, 391 

sequencias-sinal 
descoberta 672 

entre os sinais de classificagao 647 
internas 659, 663F, 664, 677-679, 680-68IF 
para o sucesso da transferencia genica 801 
sequencias de aminoacidos 647, 648T 
translocagao para as mitocondrias e 659, 

66IF, 663 

translocagao para o reticulo endoplasmatico 
e 672-675, 677 

translocagao para os cloroplastos e 664-666 
translocagao para os peroxissomos 667-668 
sequestro de receptores 848 
serina 

estrutura 113 

fosfatidil 566-567, 571T, 574 
fosforilagao durante a transcrigao 388F 
fosforilagao nas caudas de RNA polimerase 
312,316-317 

fosforilagao no nucleossomo 196-197 
serinas/treoninas-cinase 
AKT 860 

distinguida da tirosinas-cinase 819-820 
fotoproteinas vegetais 884 
PICA 834-835 

serinas-cinase na evolugao das 
proteinas-cinase 155F 
serinas-protease 1072 

como uma familia proteica 119,12IF 
elastase e quimiotripsina comparadas 119F 
embaralhamento de dominio 121F, 123 
sistema complemento 1302 
triade catalitica Asp-His-Ser 136F 
serotonina 

como um neurotransmissor excitatorio 629 
GPCRs ativados por 832 
resposta do AMP ciclico 834F 
shelterinas 263 

Shigella flexneri 1268,1284F, 1287,1288-1289F 
shugoshina 1009 
sildenafila 847 
silenciamento de genes 
efeitos de posigao 194 
proteinas Polycomb e 206 
SIM (microscopia de iluminagao estruturada) 
550 

simbiose 

emeucariotos 25 
hipotese endossimbiotica 800 
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vegetais e bacterias fixadoras de nitrogenio 
12 

vermes tubulares 12F 
simportes 602-603, 604F, 605, 628, 632 
simportes ligados ao Na + 603, 604F, 605, 632 
simulagoes 524,1178 
simulagoes baseadas em agentes 524 
sinais de classificagao 

e movimento de protemas entre os 
compartimentos 645-647 
protemas basolaterais 750 
protemas secretoras 743 
sinais de localizagao nuclear 651 
via de recuperagao para o RE 713-714 
ver tambem sequencias-sinal 
sinais de initio de transference 678-680, 

681F 

sinais de localizagao nuclear 650-651, 652- 
653F, 654-655, 657 
fosforilagao de aminoacidos 655 
ligagao ao receptor de importagao 652 
sinais extracelulares 
alcance 814-815 

ativagao do regulador da transcrigao por 
395, 399-400 

respostas a mudangas de concentragao 
830-831 

respostas como programados 816-817 
velocidade de respostas 826F 
sinais inibitorios, sequenciais 820, 821F 
sinais/receptores de exportagao nuclear 
652-655 

sinais/receptores de importagao nuclear 650, 
652, 653F, 654-656 
sinalizagao autocrina 815 
sinalizagao celular 

atraves de receptores acoplados a enzima 
850-867 

atraves de receptores acoplados a protefna G 
832-849 

circundando 593 

coordenagao do padrao espacial 1150 
emplantas 880-885 
papel da matriz extracelular 1073 
pela camada germinativa 1187 
principiosda 813-831 
regioes desordenadas em 126F 
vias alternativas na regulagao genica 867- 
880 

sinalizagao contato-dependente 814, 815F, 
867 

sinalizagao de auxina em plantas 881-883, 
1087 

sinalizagao do receptor de erogeno 1117 
sinalizagao indutivel 1150-1151 

em embrioes de vertebrados 1167F, 1177, 
1184,1198 

indugao sequencial 1153-1154,1160 
morfogenosem 1151,1153 
sinalizagao paracrina 815 
sinalizagao sinaptica 815 
sinapse e dessinapse 1006-1007 
sinapses 

ajuste dependente da atividade 1198 
descrigao 627 
eletrica e quimica 628 
eliminagao 1211 

farmacos psicoativos nas 631-632 


formagao 1209-1212 
numero por neuronio 633 
protemas de suporte 1050F 
sinapses quimicas 627-630 
sinapses imunologicas 1333,1334F 
sinaptobrevina 745F, 747F 
sinaptotagmina 745 

sincicios 393F, 655F, 748,1002,1003F, 1157 
celulas musculares esqueleticas 1233 
sindecanas 1060-1061 
smdrome Bardet-Biedl 943 
smdrome de Alport 1071 
smdrome de Angelman 407 
smdrome de Cockayne 271 
smdrome de Down 1010 
smdrome de Kartagener 942 
smdrome de Marfan 1066 
smdrome de Timothy 1258 
smdrome de Wiskott-Aldrich 967 
smdrome de Zellweger 668 
sinergia transcricional 388-389 
SINEs (elementos nucleares intercalados 
curtos) 218F, 291 
ver tambem sequencias Alu 
sintaxina 745F 
sintenia 221-222, 224-225 
smtese de acidos nucleicos 71-72 
smtese de ATP 

cadeia transportadora de eletrons e 84-85 
dirigida por um gradiente eletroqmmico 
761, 763 

em mitocondria e cloroplastos 658, 758 
membrana tilacoide como sitio de 786-787 
naglicolise 781 
na mitocondria 774-782 
smtese proteica 

citosol como local para 641 
como transcrigao e tradugao 299 
controle de qualidade e regulagao 351-353, 
357, 361F 

evolugao possivel 365-366 

inibidores 351, 352T 

nos polirribossomos 349 

papel do RNA de transference 334-340 

porreagoes de condensagao 71F 

regulagao global 423-424 

velocidade da 341 

siRNAs (pequenos RNAs de interference) 
305T,429,431 
sistema auditivo 1204 
sistema complemento 

ativagao de imunoglobulina 1317 
componentes primarios do complemento 
1302-1303 

componentes tardios do complemento 
1303 

e a resposta inflamatoria 1241,1303 
efagocitose 740,1302-1303 
inativagao 1303 
via alternativa 1302-1303 
viaclassica 1302-1303,1318T 
viadalectina 1302-1303 
sistema CRISPR 434, 497-498 
sistema de controle do ciclo celular 
protemas reguladoras 973T, 1108,1115 
redefinindo 975,1003 
regulagao transcricional em 971 
visaogeral 967-974 


sistema de reparo de pareamentos incorretos 
cancer colorretal, defeitos no 1116,1124- 
1125 

conversao genica do 286F 
MutSno 549F 

reparo de pareamento incorreto direcionado 
afita 244T,245,250-251 
sistema de transporte, NADH 760 
sistema imune adaptativo 

atraves da selegao do patogeno 1290 
autotolerancia imunologica 1313-1315 
duas classes de resposta 1298F 
variagao antigenica e 1290-1291 
visaogeral 1307-1315 
ver tambem celulas B; celulas T 
sistema imune 

decadencia mediada pela ausencia de 
sentido 352-353 
sistema imune inato 

celulas matadoras naturais (NIC, natural 
killer ) 1304 

como primeira linha de defesa 1298-1306 
sistema linfatico 

apresentagao de antfgeno 1305,1306F 
celulas endoteliais no 1236 
recirculagao linfocitaria 1311-1313 
utilizagao de metastases 1101-1102,1123, 
1236 

ver tambem orgaos linfoides 
sistema nervoso central 
Drosophila 1179 
formagao da sinapse 1210 
origens 1199 

segregagao assimetrica no 1173-1174 
tratamentos da celula-tronco neural 1250 
ver tambem encefalo 
sistema somatossensorial 1204-1205 
sistemas conservados 
citocromo c oxidase 771F 
citocromo c redutase 769 
expressao genica da serie complexa Hox 
1164 

glicosilagao ligada a AT 719 
na polarizagao celular 956 
na sinalizagao celular 814, 852, 855,1150, 
1154 

no infcio do desenvolvimento 1166-1167 
partfcula de reconhecimento de sinal 673- 
674, 675F, 677-680 

sistemas de reagao-difusao 1152,1153F 
sistemas dinamicos e equagoes diferenciais 
512 

sistemas livres de celulas 451, 673,1224F 
sistemas secretores, bacterianos 1271,1278, 
1281, 1282F, 1285-1286 
sitios ativos 

e sitios reguladores em alosteria 151 
elastase e quimiotripsina 119F 
lisozima 145,146F 
na atividade enzimatica 59,136,147 
sitios de ancoragem 

especificidade de 821-823 
membrana plasmatica 859, 860F 
PI(3,4,5)P3 como 859 
proteina tirosinas-cinase 1080 
protemas STAT e citocinas 863 
receptor de tirosinas-cinase 849-850, 851F, 
852, 853F 
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sitios de ancoragem/ligagao da fosfotirosina 
824F, 850, 852-853, 863 
sitios de ligagao 
alosteria 151-153 
Ca 2 7calmodulina 841F 
complexos multienzimaticos 148 
constantes de equilibrio e 138-140 
especificidade 134-135 
integrinas 1075 

para aminoacidos fosforilados 154 
para nucleotideos em proteinas G 833F 
regioes desordenadas como 126 
regioes em alga como 118F, 121,138 
ribossomos, para antibioticos 35IF 
ribossomos, para RNAs 341-342, 347 
sequencia RGD 1067-1068,1075,1078 
sitios de ligagao ocultos 1043,1068 
subunidades polipeptidicas 123 
tragado evolutivo de 136-137 
transportadores 600 
sitios de ligagao ocultos 1043,1068 
sitios de splicing/ sinais ocultos 321, 322F, 

323, 324F 
sitios lox 496-497 

sitios reguladores, enzimas alostericas 151 
SIV (virus da imunodeficiencia simia) 1291F 
SNC ver sistema nervoso central 
snoRNAs (pequenos RNAs nucleolares) 305T, 
328 

SNPs (polimorfismo de um unico 
nucleotideo) 

em estudos populacionais 232-233,492 
predisposigao a doengas e 493F 
snRNAs (pequenos RNAs nucleares) 

como componentes do spliceossomo 319- 
320 

fungao 305T 

snRNPs (pequenas ribonucleoproteinas 
nucleares) 

como componentes do spliceossomo 319- 
322, 323F, 325-326, 329F 
e corpos de Cajal 331-332 
eonucleolo 330 
sobrevivencia da celula 

integrinas no controle de 1079 
PI3-cinasee 860 
regulagao de 1246-1247 
tempo de vida da celula epitelial de 
camundongo 1219 

sobrevivencia de celulas hematopoieticas 
1246-1247 

solubilizagao por detergente, proteinas de 
membrana 583-586, 766 
somatostatina 835-836 
sombreamento (microscopia eletronica) 

560 

somitos 1177-1179,1185,1187,1189F, 1233 
sonda de pireno fluorescente 900F 
sondas de DNA 472-473, 502 
sondas fotocomutadoras 551 
Sordaria 1007F 

soro, diferenciado do plasma 1011 
Spirulina platensis 778F 
spliceossomos 

ambiguidades da sequencia de introns 416 
catalise 321, 324 
marcados com GFP 544F 
papel 319-320 


splicing alternativo 

canais ionicos controlados por voltagem e 
627 

constitutive 324, 416 
controle positivo e negativo 416F 
definigao de gene 416-417 
gene da tropomiosina 319F, 416 
multiplas formas proteicas de 415 
sequenciamento de RNA e 482 
splicing de RNA 

como uma fungao dos snRNAs 305T 
coordenagao com transcrigao 322 
erros e doenga 323-325 
estrutura da cromatina 323 
papel dos spliceossomos 319-320 
regulagao 416 

remogao da sequencia de introns por 315- 
316, 317-318, 320F, 336 
sequencia nucleotidica consenso para 319 
sitios/sinais de splicing oculto 321, 322F, 
323, 324F 

SREBP (proteina de ligacao ao elemento de 
resposta ao esterol) 656F 
SRPs (particulas de reconhecimento de sinal) 
673-674, 675F, 677-680 
eonucleolo 330 
Staphylococcus (S. aureus) 
como oportunistas 1276 
resistente a meticilina (MRSA) 1276 
Staphylococcus spp. Gram-positivo 1267F 
STED (microscopia de deplegao por emissao 
estimulada) 551-552 

STORM (microscopia de reconstrugao optica 
estocastica) 552, 553F 
Streptococcus (S. pneumoniae) 
como um oportunista 1276 
Gram-positivo 1267F 
transformagao com DNA estranho 174F 
Streptomyces spp. 1293 
STRs (repetigoes curtas em sequencia) 476 
subclones 

em polipos adenomatosos 1123 
no cancer 1096,1097F, 1118-1119,1123 
substituigao de congelamento 106 IF 
substrato coberto por fibronectina 1079- 
1080F 
substratos 

diregao nas vias de reagao 58,59F 
na catalise enzimatica 51, 57,140-141 
ver tambem complexos enzima-substrato 
subunidade c, ATP sintase 777-778,804 
subunidades de actina 
assimetrica 894 
montagem 898-899 

subunidades de tubulina 893-894, 904T, 927, 
928-929, 934-935 
a-tubulina 925, 926 
(3-tubulina 926F, 927 
y-tubulina 928, 930F, 982 
subunidades proteicas 123,127-128 
actina e tubulina 893-894 
ativagao de subunidades da mitose 971 
montagens assimetricas 152-153 
proteinas ligadoras de GTP trimerico 832- 
834 

subunidades a e (3, ATP sintase 777 
succinato desidrogenase (complexo II) 767- 
768F, 772-773, 775 


succinil-CoA 107 

sulco maior, dupla-helice do DNA 177F, 
373-374F 

ligagao do regulador de transcrigao 373-377, 
405 

localizagao de citosinas metiladas 405 
sulco menor, dupla-helice do DNA 177F, 190, 
373-374F 

sulcos de clivagem 996-1000 
sulcos de ligagao peptidica, proteinas MHC 
1327 

sulfato de condroitina 1058,1060-106IF, 

1185,1202 

sulfato de dermatana 1058 
sulfato de heparana 871,1058,1060F, 1073, 
1151,1279 

sulfato de queratana 1058,1060-106IF 
SUMO ( small ubiquitin-related modifier) 158 
superfamilia de imunoglobulinas (Ig) 

IgA 1316-1317,1318T, 1320,1322,1323F 
IgE 1316-1317,1318T, 1319F, 1320,1322, 
1323F, 1336 

IgG 1316-1317,1318T, 1320,1322, 1323F 
IgM 1316-1317,1318T, 1319-1320,1322- 
1323 

no reconhecimento de antigeno 1338- 
1339 

superfamilia de proteinas miosina 924-925 
superfamilia de receptores nucleares 875-876, 
877F 

superfamilia TGFJ3 865-866,1168 
superficies basal e basolateral, celulas 
epiteliais 590, 605 
superficies citosolicas 
proteinas RAB na 705 
vesiculas cobertas e 697-698 
super-helice 

derivadas de a-helices 116-117,124,137 
em caudas de cinesina 936 
em filamentos intermediaries 894, 945-946, 
950F 

em miosina II 915 

filamentos do citoesqueleto 915F, 93IF, 936, 
937-938F, 945, 950F 
super-helices, colageno 1061,1070 
superoxidos 771, 808,1239,1301 
supertorgao do DNA 

criado por RNA polimerases 314-315 
positiva e negativa 315 
problema de enrolamento na replicagao 
251, 253 

Synechococcus elongatus 778F, 878 

T 

tabela periodica dos elementos 43F 
|3-talassemia 323-324 
talina 1037T, 1075,1078-1081 
tamanho da celula 

correlagao com o tamanho do corpo 1193 
eploidia 1194 

regulagao como massa celular 1194-1196 
regulagao por fatores do crescimento e 
mitogenos 1018F 
regulagao por vacuolos 725F 
tamanho da populagao 
e mutagoes neutras 231 
suavizagao de resposta 829 
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tamanho do corpo 
IGFle 1196 

numero celular ou tamanho celular 1193 
tamanho do cromossomo, Drosophila 
melanogaster 33-34 
tamanho do genoma 

comparado 28-29, 33,182, 223-224 
Drosophila melanogaster 34 
emameba 182 
em bacteria 1267 
em Daniorerio 35 
em E. coli 22, 23F 
em Fugu rubripes 223 
emhumanos 178,179 
emmamiferos 221-222 
emvertebrados 222-223 
minirno 9 

numero de cromossomos e 183 
tamanhos de celulas eucaroticas 644 
tamoxifeno 1221-1222F 
tampoes 46 

TAP (transportador associado ao 
processamento de antigeno) 611 
TATA-boxes 310-311, 312F, 385F 
taxa de renovagao 

conexinas 1052,1053F 
proteina reguladora do Myc 1107 
velocidades da resposta de sinal 825-826, 
827F 

taxas de erro 

e evolugao viral 1291 
meiose 1010 

replicagao do DNA e sintese de RNA 244, 
244T 

taxas de reagao limitadas pela difusao 143, 
148 

TBP (proteina de ligagao ao TATA) 310, 
311-312F, 311T 

TBSV (virus bushy stunt do tomate) 129F 
TC (tomografia de raio X computadorizada) 
1092F 

TCRs (receptores de celula T) 1304,1325- 
1326,1328, 1331-1333, 1336,1337F, 1338 
tecidos 

abundancia de proteinas no cerebro e no 
figado 372F 

autorrenovadores, e cancer 1120-1121 
derivados da ectoderme, endoderme e 
mesoderme 1147,1167 
isolamento de celulas 440 
liberagao de fator neurotrofico 1208-1209 
nao renovaveis 1227,1247 
preparagao de amostras para microscopia 
535-536 

resistente a RNAi 501 
tecidos autorrenovaveis 1120,1217 
tecidos conectivos 

colagenos em 1061,1063-1064 
derivagao a partir da matriz extracelular 
1035,1228 

fibroblastos em 1057F, 1228 
padrao de mioblastos 1185 
tecnica da imunoprecipitagao da cromatina 
505, 506F 

tecnica do perfil de ribossomo 505-506, 
507F 

tecnica TUNEL (TdT -mediated dUTP nick end 
labeling) 1024F 


tecnicas de computador 

em microscopia de iluminagao estruturada 
550 

exibindo a estrutura da proteina 117 
naproteomica 167 

necessidade da analise quantitativa 38 
tecnicas de super-resolugao (microscopia) 
549-553 

tecnicas opticas, interagoes proteicas 458 
tecnologia do DNA recombinante 
e genetica reversa 494 
elementos da 464,484F 
Tectum optico 1204-1206,1207F 
telofase 964, 981, 995 
celula vegetal 1000F 
telomerases 

celulas cancerosas 1100 
celulas humanas nao produtoras 1016,1100 
eonucleolo 330 
expressao pelas celulas ES 1254 
semelhantes a transcriptases reversas 262, 
263F 

telomeros 

como estruturas cromossomicas 186, 263 
comprimento e sua regulagao 264-265 
problema de replicagao terminal 262 
senescencia de celulas replicativas 442, 

1016,1100 

TEM (microscopico eletronico de 
transmissao) 305F, 554, 555-556F, 558, 560F 
tempo de acumulagao 1176,1178 
tempo de vida medio 513F, 514 
tempo de resposta, sinalizagao intracelular 824 
tempos de comutagao, expressao genica 
1176-1177 

tempos de floragao, plantas 1182-1184 
tendencia de codons 482 
tensao super-helicoidal, DNA 314-315 
teoria da escolha independente (celulas- 
-tronco) 1222,1223F 
terapias combinadas, para cancer e Aids 
1139-1140 
teratomas 1257 

terminagao (da transcrigao) 306 
terminagao "coccus” 1267 
"terminais coesivos” 465F 
terminais nervosos 1209 
terminais pre-sinapticos 747F 
termodinamica 

das celulas vivas 53-54,102-103 
leis da 52-54 

teste de Ames para mutagenicidade 1128 
teste de paternidade 476 
testes de complementagao 487,490 
testiculos 

celulas de Ley dig 67 IF 
piRNA 433 

testosterona, estrutura 99, 876F 
Tetrahymena 263T, 324, 805F 
tetranucleossomos 192 
tetroxido de osmio 555-556, 716F 
TFII ver fatores gerais de transcrigao 
TGFJ3 (fator de crescimento transformador (3) 
BMPs como membros da familia 1168 
celulas T reguladoras induzidas 1336 
gradientes morfogenicos 1166 
inibigao do crescimento por 1012 
miostatina como membro da familia 1196 


TGN (rede trans de Golgi) 716, 722, 727-729, 
730F, 731, 736, 749-750 
exocitosee 741-744 
timidina, radio ativa 1219 
timina 

desaminagao de 5-metilcitosina 405 
estrutura 100 

pareamento de bases de DNA com adenina 
176,177F 

timo, origens das celulas T 1308,1325,1336 

timocitos 1308F, 1332-1333,1336 

timosina 905-907 

tipos de canais de K + 634-636 

tipos de celula 

caracteristicas preservadas no cancer 
1092 

de celulas-tronco em cultura 1169 
de celulas-tronco pluripotentes induzidas 
1257 

desenvolvimento embrionario 1047 
diferentes efeitos da acetilcolina 816-817 
e bibliotecas de cDNA 470 
e composigao da parede da celula 1082 
e duragao do ciclo celular 1012 
e reprogramagao da celula 1251 
especializada para contragao 1232 
interconvertibilidade em tecidos conectivos 
1228 

no sangue 1239 

numero no corpo humano 1217 
segregagao no intestino 1224 
splicing de RNA e proteinas variantes 416 
transdiferenciagao 1258 
ver tambem diferenciagao; tecidos 
tipos e linhagens virais 

adenovirus 1273T, 1274F, 1280F, 1281,1289 
baculovirus 1029,1287-1288 
hepatiteBeC 1129-1130,1132 
herpes-virus simples 1273T, 1279 
pandoravirus 1274 

papilomavirus 732,1129,1130T, 1131-1132 
parvovirus 1274 
poxvirus 1274,1280,1289 
que nao utilizam DNA de fita dupla 268 
raiva 1273T, 1274F, 1279 
sarampo 1273T, 1274, 1289 
virus deDNA 1130,1273,1274F, 1278,1289 
virus deRNA 1273,1274F, 1278,1289 
virus envelopados 1274,1275F, 1280,1286, 
1287F, 1288 

virus nao envelopados 1274,1280-1281 
virus simio SV40 128F, 732,1279 
ver tambem bacteriofagos; HIV; retrovirus; 
virus tumorais 

+TIPS (proteinas rastreadoras extremidade 
mais [+]) 933, 935, 958, 960 
TIRF (fluorescencia de reflexao total interna) 
547-548, 553F 
tirosina 

estrutura 113 

hormonios tireoidianos de 876 
sulfagao 719 

tirosina aminotransferase 371-372,400 
tirosina-cinase 

arvore evolutiva da proteina-cinase 155F 
distingao entre serinas/treoninas-cinase 
819-820 

regulagao da Src-cinase 155-156 
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tirosina-cinase citoplasmatica 852, 853F, 858, 
862-863 

Janus-cinases (JAKs) como 863 
tiroxina 876F 

TLRs (receptores semelhantes ao Toll) 873, 
1165, 1299-1300, 1304 
TMV (virus do mosaico do tabaco) 128-129 
TNF-oc (fator a de necrose tumoral) 873,1301 
tolerancia periferica 1314 
tomografia crioeletronica 559F, 705F, 778 
tomografia por EM (microscopia eletronica) 
558 

tomogramas 558, 559F 
topoisomerases 

remogao datensao super-helicoidal 315 
semelhantes a recombinases 293 
topoisomerase I 251-253 
topoisomerase II 195F, 252-253, 977 
TOR (alvo da rapamicina) 861,1017 
mTOR 860F, 861, 864T, 1114-1115 
torque, ATP sintase 777F 
totipotencia 

celulas totipotentes 507,1148,1248 
ovulo fertilizado 1253 
toxina do colera 1270,1278 
toxinas 

alvos da protefna G 834 
de patogenos bacterianos 1270,1278 
e neurotransmissores 629 
pontos de entrada 576 
resposta de anticorpos 1307 
Toxoplasma gondii 1282,1283F 
tragado evolutivo 136-137 
tragao, na migragao celular 951, 952F, 955, 
956F 
tradugao 

controle com IRES 425-426 
controle com UTRs 3' e 5' 422-423 
controle de qualidade 351-353 
conversao de RNA em protefnas 6-7, 315F, 
333-362 

enovelamento de protefna cotraducional 
353-354, 355F 

famflia de genes conservadas 20, 2IT 

iniciagao e terminagao 347-349 

passoapasso 343-344F 

precisao e energia livre 345-346 

RNA mensageiro 343-344 

tecnica de perfil de ribossomo 505-506 

velocidade 346 

trafego vesicular, disrupgao por patogenos 
1284-1286 

trajetorias dos pontos 519-520 
transcitose 732, 737, 738F, 749F 
transcrigao 301-317 

acetilagao de histona 202 
coordenagao com o splicing 322 
descrigao do processo 302-305, 315F, 510F 
diregao da 309 
"fabricas" 332 

nas bacterias e nos eucariotos 306 
polimerizagao por molde 4 
reparo por excisao de nucleotfdeos acoplada 
a 271 

velocidade 304 
transcrigao de genes 

efeitos do AMP cfclico 836F 
picosdeCa 2+ e 840 


resposta a fitocromos 884 
via de sinalizagao IAK-STAT e 863 
transcriptases reversas 
inibigao com AZT 1292 
na clonagem de cDNA 470 
na infecgao retroviral 290,1105,1289 
RT-PCR quantitativa 502-503 
telomerases como parecidas 262 
transcritos policistronicos 348, 806-807 
transdiferenciagao 1258-1259 
transdugao do sinal, receptores de superffcie 
celular 818 

transdugao e transferencia genica horizontal 
1268 

transducina (G t ) 845, 846T, 848 
transesterificagoes no splicing do RNA 318, 

321 

transfecgao do DNA para identificagao de 
oncogenes 1104 

transferases da famflia Fringe 868 
transferencia de eletrons 
clorofila 787-788, 792 
complexo NADH-desidrogenase 768 
oxidagao e redugao como 55-56 
reagoes fotossinteticas 783-784 
transferencia de energia por ressonancia de 
fluorescencia (FRET) 459, 543-544, 545F, 
855F 

transferencia de energia ressonante 787-788, 
789F 

ver tambem FRET 

transferencia de genes de organelas 801-802 
transferencia horizontal de genes 
como fonte de inovagao 16,17F 
em procariotos 18-20 
reprodugao sexuada e 19-20 
resistencia a antibioticos 19, 289,1269, 
1292-1293 

tres mecanismos 1268 
transferencia vertical de genes 1268 
transferrina 427, 553F 

transformagao, pela transferencia genica 1268 
transigao cooperativa alosterica 152-153 
transigao de infcio 965, 966F, 968-970, 972, 
1014 

transigao G 2 /M 968-970, 973, 978,1014 
transigao materno-zigotica 1181 
transigao metafase-anafase 965, 968, 969F, 
973T, 977 

pontos de verificagao da formagao do fuso 
993-994 

proteolisena 970 

separagao das cromatides-irmas 992-994 
transigoes de fase, bicamadas lipfdicas 571, 
572F 

transigoes epitelial-mesenquimal 1042,1101 
transigoes micelio-levedura 1271 
translocagao cromossomica, recfproca 182F 
translocagao de protefnas 646 

nas mitocondrias e nos cloroplastos 658-666 
roteiro 646 
tresvias 678F 

translocagao do cromossomo 
cancer de mama 1111F 
famflia do gene globina 230 
levando a LMC 1093-1094 
translocagao pos-traducional 677, 678F 
translocagoes 487 


translocadores de fosfolipfdeo 570, 574, 690 
translocadores de protefnas 580 
canais aquosos em 675-677 
controle lateral 678-679 
nas mitocondrias 659, 800, 802F 
no retfculo endoplasmatico 677F 
translocon 677 

transmissao atraves das especies 1279,1291 
transmissao neuromuscular e canais ionicos 
632-633 

transplante nuclear 1252 
transportadores (protefnas) 599 
emvegetais 883 
nas celulas epiteliais 605 
regulagao do pH citosolico 604-605 
transportadores ABC 18F, 163-164,606, 
609-611,1139 

transportadores acoplados 601-604 
transportadores ativados 

acoplamento com reagoes favoraveis 64-65 
armazenamento de energia por 63-64 
biotina carboxilada 69T, 70F 
coenzima A 68-69 
esuasfungoes 69T 

FADH2 como transportador de eletrons 69, 
83 

NADH e NADPH como transportadores de 
eletrons 67-68 
ver tambem ATP; GTP 

transportadores de neurotransmissores 603, 
604F, 628 
transporte ativo 

gradientes de concentragao de tons 601-604 
transportadores 600-611 
transporte ativo primario e secundario 602 
tresmetodos 601 
transporte controlado 646 
transporte de glicose, e gradientes de Na + 

603F 

transporte direcionado de extremidade 
menos(-) 937-938 

transporte direcionado extremidade mais 
(+) 938 

transporte e localizagao do RNA 372, 373F 
transporte nuclear regulado 419 
transporte paracelular 1047 
transporte transcelular 605,1047,1048F 
transporte vesicular 

bidirecionalidade 730-731 
etapas 696F, 698F 
GTPases da famflia Rab 705 
sinais de enderegamento 646 
vias de recuperagao 695-696, 713-714, 726 
ver tambem vesfculas de transporte 
transposigao 287-292 
transposigao de corte e colagem 289-291 
transposon exclusivamente de DNA 218F, 
288-290 

transposons semelhantes a retrovirus 291 
traqueia e traqueolos 1191 
trastuzumabe 1137 
tratamento com farmacos, predigao de 
respostas individuals 506 
tratamento de doengas degenerativas 1258- 
1259 

tratamento do cancer 

alcangando a divisao rapida 1122 
alvo, tratamento s sinteticos letais 1133 
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alvos de medicamentos e nomenclatura de 
farmacos 1137F 

atingindo a via Ras-MAP-cinase 1137F 
aumento da resposta imunologica 1137- 
1139 

cancer de celulas-tronco e 1121-1122 
canceres curaveis 1132 
combinagao de terapias 1139-1140 
farmacos citotoxicos 1132-1133,1140 
farmacos que atingem protefnas da famflia 
Bcl2 1032F 

farmacos que atingem topoisomerases 253F 
personalizado 1139,1140 
presente e future 1132-1141 
protefnas oncogenicas alvo 1135-1137 
radiagao 1132 

resistencia a farmacos 1135-1136,1139 
sequenciando genomas de tumor e 506 
utilidade do paclitaxel 928 
tratamentos "letal sintetico” 491,1133,1140 
treonina, estrutura 113 
triacilglicerois 78, 81, 83F, 98-99 
tricelulina 1049 
tricotiodistrofia 497F 
trigo 559F, 783F 
tripanossomos 689,805,1290 
Trypanosoma brucei 1266,1290 
Trypanosoma cruzi 1283-1284,1290 
tripsina 119,132T, 440, 456-457, 942F 
triptofano, estrutura 113 
trfscele, clatrina 698, 699F 
tritoes 

celulas pulmonares 991 
regeneragao de membros 1248-1249 
Triton X-100 583, 584F 
TrkA-cinase 853-854,1209 
troca de fita (invasao de fita), na 
recombinagao homologa 264F, 278-282, 

283F, 284 

trocas entre fitas (jungoes de Holliday) 283F, 
284-285 

trocas sinapticas dependentes de atividade 
1211-1212 

trombina 141, 837T, 1078 
tropoelastina 1065 

tropomiosina 416, 592F, 905, 907-910, 920F, 
921, 922F, 923 

tropomodulina 905, 909, 919, 920F 
troponinas 921-923 

TSH (hormonio estimulador da tireoide) 835T 
tubo neural 1040F, 1041,1045F, 1186,1192, 
1199 

tubos epiteliais 1045 
tubulinas 459 

consequencias de mutagoes 925 
FtsZ como um homologo 896 
imunofluorescencia 539F 
marcagao fluorescente 544, 545F 
nos microtubulos 891,925 
separagao de amostras 440 
sequestra 935 
tubulos 

estruturas tubulares ramificadas 1190 
eventos de brotamento de vesfculas 705 
ver tambem microtubulos 
tubulos T (tubulos transversais) 

canais de Ca 2+ controlados por voltagem 633 
na contragao muscular 920, 92IF 


tumores 

benigno e maligno 1092,1093F 
definigao 1092 
tipos celulares 1093,1101F 
velocidade de crescimento 1094F 
tumores primarios 

derivados de uma celula anormal 1093- 
1094 

genomas de metastases 1119 
y-TuRC (complexo do anel da y-tubulina) 928, 
930-931F, 933 

Tylc2 como uma JAK-cinase 863, 864T 

u 

Ul, U2, U4, U5 e U6 ver snRNAs 
ubiquinona 765-766, 767F, 768-770, 771F, 
772-773 
ubiquitina 

APC/C ubiquitinagao na mitose 992 
estrutura 159F 

fungao reguladora 157-159,165T 
marcagao de protefnas para a degradagao 
736, 882, 992 

modificagoes na cadeia lateral de histonas 
197F 

monoubiquitinagao, multiubiquitinagao e 
poliubiquitinagao 735 
proteassomo 358F, 359 
ver tambem El; E2; SUMO 
ubiquitinas-ligase (E3) 158, 359-360 
APC/C 360, 970 
Parian 727 
Smurf 866 

ubiquitina-ligase SCF 159-160,164,167- 
168, 971, 972F, 973, 1004 
UIMs ( motivos de interagao com ubiquitina ) 
853 

ultimo ancestral comum 

de humanos e de camundongos 221 
de humanos e de chimpanzes 218, 219F 
divergencia de especies e 16F, 17, 37F, 226 
diversificagao do cancer a partir do 1119F 
eucariotos 880 
ultracentrffugas 
analfticas 455 
preparagao 445-447,455 
unidades Angstrom 531 
unidades de comprimento 531 
unidades transcricionais 306 
uniportes 602, 605 

uORFs (fases de leitura aberta a montante) 
424 
uracila 

desaminagao da citosina 267T, 268, 269F, 
1322-1323 
estrutura 100 
no RNA 302, 303F 

urato oxidase nos peroxissomos 666 
ureia como agente desnaturante 453 
uridina 

di-hidro 335F, 337F 
isomerizagao a pseudouridina 328 
4-tio 337F 

uridina difosfato glicose 69T 
UTRs (regioes nao traduzidas, mRNA) 184T 
3' e 5,' controle da tradugao 422-423 
3'-UTRs 421-422, 430 


v 

vacinagao 

contra doengas virais 1131,1274,1275F, 

1291 

contra Neisseria 1291 
e o sistema imune adaptativo 1297 
imunizagao como base 1307 
produgao de vacinas atraves da clonagem de 
DNA 484 
vacuolos 

contendo parasitas 1283F, 1285,1286F 
lisossomos 724-725 
produtosdos 725 
valina, estrutura 113 

valores "S" (coeficientes de sedimentagao) 
rRNA 309T, 328 
ultracentrifugagao 446,455 
valores posicionais 1163,1169,1205 
van Leeuwenhoek, Antonie 440 
vancomicina 1292-1293 
vantagem seletiva ver selegao natural 
variabilidade de sinal 

entre as populagoes celulares 829 
rufdo 822 

variabilidade nao genetica 524 
variagao antigenica, e evolugao do patogeno 
1289-1291 

variagao de energia livre padrao, A G° 
comparagao das reagoes 61-62, 765 
constantes de equilfbrio derivadas 62-63, 
63T, 139F 

quebra de ligagoes com fosfato 78, 79F 
viabilidade das reagoes 71-72 
variagao de fase, bacterias 294,1290 
variagoes de energia livre AG 

cadeia transportadora de eletrons 763-764 
concentragao de reagentes 61, 775-776 
derivagao da equagao de Nernst 616, 762 
diferenga do potencial redox e 763-765, 767 
elongagao de filamentos de actina 901-902 
formagao de ATP e hidrolise 65, 71, 775 
fosforilagao oxidativa 761 
ligagao da RNA polimerase 382 
polimerizagao de microtubulo 927 
reagoes favoraveis e nao favoraveis 57, 60-61 
sinergia transcricional 388-389 
ver tambem variagao de energia livre padrao 
variantes de histonas 

incompatibilidade de metilagao e acetilagao 
207 

insergao sftio-especffica 198 
reprogramagao de fibroblastos e 1257F 
variante de histona H3.3 205-206 
variegagao 807 

efeitos de posigao 195-197,199-202, 205 
variola 1265-1266,1273T, 1275,1278,1287F 
vasculogenese e angiogenese 1236 
vasopressina 835T, 837T, 840T 
vasos sangufneos 
arterias 1235F 

celulas endoteliais em 1235-1238 
crescimento capilar no osso 1231 
elastinaem 1065 
paredes 1238 

relaxamento do musculo liso 847F 
VEGF e 1237 

VCAMs (moleculas de adesao de celulas 
vasculares) 1055 
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vegetais 

armazenamento de energia como amido 
80-81 

citocineseem 1000-1001 
crescimento celular e orientagao da parede 
celular 1085-1087 

e bacterias fixadoras de nitrogenio 12 
organismo-modelo 32 
parede celular 26,1000,1053,1081-1087 
periodos de floragao 1182-1184 
peroxissomos em 667, 668F 
receptores serinas/treoninas-cinase em 881 
regeneragao em cultura 442 
RNAie virus 431 
tamanho celular e ploidia 1194 
vegetais transgenicos 507-508 
vias de sinalizagao intracelular 880-885 
VEGF (fator de crescimento do endotelio 
vascular) 

agao via receptor tirosinas-cinase 850T 
angiogenesee 1120,1237 
interagao com proteinas da matriz 1073 
velocidade de sedimentagao e equilibrio 
446-447 

velocidades de reagao 

aceleragao enzimatica 144 
e velocidade dos movimentos moleculares 
59-60,143 

K m (metade da velocidade maxima) 141,143 
velocidades limitadas por difusao 143 
veneno de serpente 1068 
venulas pos-capilares 1311-1312 
verificagao de pareamentos incorretos 250- 
251, 257F 

vermes tubulares 12F 
vermes ver Ascaris; Caenorhabditis 
vernalizagao 1183-1184 
vertebrados 

ciclinas e Cdks 969T 
desenvolvimento neural 1199-1200 
desmossomos nos 1046 
evolugao 227 

frequencia de duplicagao genica 34-35 
genomas mitocondriais 803-804 
inversao do piano corporal 1169 
matriz extracelular em 1057-1074 
perda de sequencias CG 406-407 
regeneragao de orgaos em 1248-1249 
respostas imunes inata e adaptativa 1297 
sistema imune adaptativo 1307-1315 
tempos de divergencia 37F 
tipos de filamento intermediario 944T 
vesiculas 9, 585, 594 

brotamento e fusao 647, 648 
caveolas como vesiculas pinociticas 731- 
732 

formagao de tubos e 1192 
vesiculas intraluminais 724F, 729-730, 
735-737, 738F 

vesiculas sinapticas 628, 744-746, 747F 
vesiculas cobertas por COPI 

brotamento a partir do aparelho de Golgi 
698, 713F 

controle da GTPase 703 
COPII e 697 

interagao com os sinais de recuperagao do 
RE 713-714 

modelo de transporte vesicular 721 


vesiculas cobertas por COPII 

brotamento a partir do RE 698, 711 
controle da GTPase 703, 705-706 
COPI e 697 

desencapsulamento acoplado a entrega 
706-707 

empacotamento de proteinas 711 
empacotamento do procolageno 704, 705F 
formagao 704F 

vesiculas de transporte 644-648,650, 656F, 
670, 691 
alcance 695 
formagao 701 
vesiculas revestidas 697 
ver tambem transporte vesicular 
vesiculas endociticas 

entrega do endossomo 696F, 707 
fagossomos como 738 
formagao do endossomo e 730-732, 735 
vesiculas sinapticas de 746 
vesiculas intraluminais 724F, 729-730, 
735-737, 738F 
vesiculas revestidas 
tres tipos 697 

troca de montagem do revestimento, 
aparelho de Golgi 713 
vesiculas revestidas por clatrina 

distribuigao da proteina para 736, 853 
estrutura de revestimento 699F 
montagem 697-698, 700F, 703, 727 
proteinas adaptadoras 698-699 
vesiculas secretoras 

brotamento a partir do TGN 716, 742 
endocitose 744F 
exocitose 741-744 
fosfoinositideos em 701F 
localizagao 744 
maturagao e acidificagao 743 
Rab3a em 706T 

remogao da membrana por endocitose 
746-748 

vesiculas sinapticas como 745 
vesiculas sinapticas 628, 744-746, 747F 
vetores de expressao 483 
ver tambem plasmideos 
vetores de insetos 1276 
via alternativa, sistema complemento 
1302-1303 

via da lectina, sistema complemento 1302- 
1303 

via da pentose fosfato 760 
via da polaridade planar 869 
via de ativagao intrinseca, apoptose 1023- 
1029 

envolvimento mitocondrial 1025 
farmacos anticancer ligando-se ao Bcl2 
1031 

regulagao do Bcl2 1025-1028 
via de sinalizagao da Ras-MAP-cinase 
alvo de farmacos anticancer 1137F 
integrinase 1079 
Raf, Mek e Erk 856 
transcrigao de Myc e 1012 
via de sinalizagao do NFkB 873-874,1301 
via de sinalizagao do TGFJ3 
no cancer 1117,1123F 
no desenvolvimento 1150 
via de sinalizagao JAK-STAT 863-864,1304 


via de sinalizagao Notch 
diversidade 1150 
genes Hes 1178 

inibigao lateral 1152,1171-1173,1224-1225 
manutengao de celulas-tronco 1224-1225 
via de sinalizagao PI 3-cinase-Akt 860-861, 
1030F 

TORe 861,1017 
via Hedgehog 1150,1154,1160 
via Hippo 1197 
via Ras-PI3K 1114 

via reguladora p53 no cancer 1113-1116,1123 
via reguladora Rb 1113-1114 
via Sec 665F 

via secretora e endocftica 
introdugao 695, 696F 

vias reguladoras constitutiva e regulada 741, 
742F 

via semelhante ao SRP 665F 
viaSmad 1197 

via TAT (translocagao de duas argininas) 665F 
via TK/Ras/PI3K 1113 
via Wnt canonica 869-870 
vias classicas, sistema complemento 1302- 
1303,1318T 

vias de ativagao extrinsecas, apoptose 1023- 
1025, 1028-1029 

vias de recuperagao 695-696, 713-714, 726, 
743 

vias de sinalizagao 

descoberta em embrioes de Drosophila 1154 
via de sinalizagao da Wnt 1124,1157,1160, 
1179, 1190, 1220-1221 
via de sinalizagao do NFkB 873-874,1301 
via de sinalizagao do TGFb 1117 
via de sinalizagao JAK-STAT 863-864,1304 
via de sinalizagao PI 3-cinase-Akt 860-861, 
1017,1030F 

via Hedgehog 1150,1154,1160 
vias de sinalizagao fosfolipfdeo inositol 836, 
848, 852, 853F, 861 
vias de sinalizagao intracelular 814 
combate ao ruido 820-822 
comportamentos de resposta 824-825 
dominios de interagao 822-824, 852-853, 
860 

nos vegetais 880-885 

velocidades de resposta e taxa de renovagao 
825-826 

vias de sinalizagao Wnt 1124,1157,1160, 

1178,1190 

manutengao de celulas-tronco 1220-1221, 
1224 

via de sinalizagao da polaridade celular 
planar 869,1189F 
via Wnt canonica 869-870 
via Wnt/p-catenina 869-870,1117 
vias dependentes/independentes de 
lisossomos 1283 
vias metabolicas 

analise de epistasia 490 
catalise enzimatica em 51, 52F 
glicolise e o ciclo do acido cftrico 87F 
Vibrio cholerae 13F, 1265,1266F, 1269-1270 
vida, origens da 362-366 
vimblastina 993 

vinculina 1037T, 1042F, 1043,1044F, 1075F, 
1078F, 1079-1081 
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virions 1274,1281,1287F, 1288 
viroides 363F 
virus (em geral) 

apresentagao cruzada 1329 
autoarranjo 128-129 

brotamento 738F, 1274,1275F, 1286,1287F 
causadores de doengas humanas 1273T 
defesas bacterianas 433-434 
detecgao em amostras 475F 
endocitose mediada por receptor 1281 
erros de replicagao e evolugao 1291 
faselatente 1131 

infecgao e fusao da membrana 709 
interferencia de RNA 431 
introdugao de genes alterados 495,1105- 
1106 

marcagao negativa 560 
morfologia 1274F 

pontos e mecanismos de entrada 576, 732, 
1280-1281 

respostas celulares do hospedeiro 1303- 
1305 

supressao do MHC classe I 1304-1305 
transference de genes 18 
transporte microtubular 939 
uso da maquinaria celular do hospedeiro 
1273-1275,1288-1289 
uso de combinagao sitio-especifica 
conservativa 293 
uso de IRES 425F, 426 
uso do citoesqueleto do hospedeiro 1286- 
1288 

vetores de transdiferenciagao 1258 
vistos como elementos geneticos moveis 290 


virus da hepatite B e C 1129-1130,1132 
virus da variola 1265,1273T 
virus delta da hepatite 5F 
virus envelopados 1274,1275F, 1280,1286, 
1287F, 1288 

envelopes virais 1275F, 1280-1281,1287F 
virus nao envelopados 1274,1280-1281 
virus Semliki forest 1275F 
virus simio SV40 128F, 732,1279 
virus tumorais 1105-1106,1129-1132 
virus tumorais de RNA 1105 
virus Vaccinia 939,1278,1287F 
visao 825, 843-846,1204-1206 
vitaminas 

ascoenzimas 146-148 
vitaminaA 876 
vitaminaD 874-876 
vitaminaD3 876F 
ver tambem biotina 

VSG (glicoproteina variante de superficie) 
1290 

w 

Western blotting 455 

x 

Xenopus (X. laevis ) 

assimetrias do ovocito 1156 
como especie laboratorial 35 
duplicagao genica entre 35 
experimentos de reprogramagao 
embrionaria 205,1252 


extratos de ovocitos 448, 545 
familia do gene globina 230 
genes do rRNA 328 
lamina nuclear do ovocito 656F 
modelo de ciclo celular 966 
organelas nucleares 213F 
padronizagao do embriao 1167 
rotagao cortical do embriao 1156,1167 
Xenopus ruwenzoriensis 35 
Xenopus tropicalis 35 

xeroderma pigmentoso (XP) 266T, 267,1094 
XIC (centro de inativagao do X) 411, 412F 
Xist IncRNA 411, 412F, 435 
XMAP215 (proteina associada a microtubulos 
d e Xenopus) 933-935 

Y 

Yersinia pestis 1276,1281 
Yersinia pseudotuberculosis 1281 

z 

zigoteno 1006,1007F 
zigotos 

como inicio do desenvolvimento 1145, 

1147 

como pluripotentes ou totipotentes 1253 
zimogenos 736 
Zinnia elegans 783F 
"ziper estrutural” 13 IF 
zona aderente (cinturao de adesao) 1036F, 
1044,1045F 

zona ocludente/proteinas ZO 1049 



0 codigo genetico 

1 a posigao 


3 ~ posicao 

(extremidade 5') 

2 ~ posigao 

(extremidade 3') 
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/ 

U 
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Ser 

Tyr 

Cys 
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Phe 

Ser 

Tyr 

Cys 

c 

Leu 

Ser 

PARADA 

PARADA 

A 

Leu 

Ser 

PARADA 

Trp 

G 

c 

Leu 

Pro 

His 

Arg 

U 

Leu 

Pro 

His 

Arg 

C 

Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

A 

Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

G 

A 

lie 

Thr 

Asn 

Ser 

U 

lie 

Thr 

Asn 

Ser 

C 

lie 

Thr 

Lys 

Arg 

A 

Met 

Thr 

Lys 

Arg 

G 

G 

Val 

Ala 

Asp 

Gly 

U 

Val 

Ala 

Asp 

Gly 

C 

Val 

Ala 

Glu 

Gly 

A 

Val 

Ala 

Glu 

Gly 

G 


Os aminoacidos e seus simbolos 

Codons 

A 

Ala 

Alanina 

GCA GCC GCG GCU 

C 

Cys 

Cisteina 

UGC UGU 

D 

Asp 

Acido aspartico 

GAC GAU 

E 

Glu 

Acido glutamico 

GAA GAG 

F 

Phe 

Fenilalanina 

UUC UUU 

G 

Gly 

Glicina 

GGA GGC GGG GGU 

H 

His 

Histidina 

CAC CAU 

1 

lie 

Isoleucina 

AUA AUC AUU 

K 

Lys 

Lisina 

AAA AAG 

L 

Leu 

Leucina 

UUA UUG CUA CUC CUG CUU 

M 

Met 

Metionina 

AUG 

N 

Asn 

Aspargina 

AAC AAU 

P 

Pro 

Prolina 

CCA CCC CCG CCU 

Q 

Gin 

Glutamina 

CAA CAG 

R 

Arg 

Arginina 

AGA AGG CGA CGC CGG CGU 

S 

Ser 

Serina 

AGC AGU UCA UCC UCG UCU 

T 

Thr 

Treonina 

ACA ACC ACG ACU 

V 

Val 

Valina 

GUA GUC GUG GUU 

W 

Trp 

Triptofano 

UGG 

Y 

Tyr 

Tirosina 

UAC UAU 




















































